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1 Zusammenfassung 
Die erste Beschreibung der Symptome einer traumatischen Rückenmarksverletzung (RMV) 
reichen schon in die Zeit vor Christi Geburt zurück. Jedoch bis zum heutigen Tag kann diese 
Krankheit nicht geheilt werden und auch nach über 2000 Jahren hat eine RMV für die betrof-
fenen Patienten dramatische Konsequenzen. Umso wichtiger erscheint deshalb die richtige 
medikamentöse Behandlung nach einem Trauma. 
 
Nach traumatischen Verletzungen des Rückenmarks kommt es zu motorischen, sensorischen 
und vegetativen Defiziten. Die primäre Phase einer RMV ist durch eine initiale, direkte Ge-
webeverletzung gekennzeichnet. Hier kommt es bedingt durch den Verletzungsmechanismus 
zu Blutungen, Zellschädigung bzw. -untergang und ischämischer Schädigung des Gewebes. 
Hieran schließt sich eine zweite Phase der Destruktion an, die sich über einen Zeitraum von 
Stunden bis hin zu Wochen oder Monaten postläsional hinziehen kann und unter dem Begriff 
sekundäre Degeneration oder Sekundärschaden zusammengefasst wird. Bei diesem Prozess 
spielt eine akute und kräftige Entzündungsreaktion eine zentrale Rolle, bei der es neben einer 
Rekrutierung von Leukozyten vor allem zu einer Synthese und Freisetzung von Chemo- und 
Zytokinen kommt. Zu den wichtigsten proinflammatorischen Zytokinen zählen Tumornekro-
sefaktor α (TNF α) und Interleukin 1 β (IL1 β), die in den ersten Stunden nach Verletzung 
eine Schlüsselrolle in der Vermittlung des Sekundärschadens innehaben. Diese Phase der se-
kundären Degeneration lässt ein therapeutisches Fenster für Medikamente, die das funktionel-
le Defizit nach traumatischer RMV reduzieren können. Thalidomid und Rolipram führen zu 
einer Reduktion von TNF α und IL1 β und sind pharmakologische Wirkstoffe, die gegenwär-
tig im klinischen Alltag Gebrauch finden. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden in einem klinisch relevanten tierexperimentellen Modell 
spinaler Kontusionsverletzung die Wirkung einer posttraumatischen Gabe von Thalidomid 
und Rolipram durch eine Messung der Größe des Läsionsgebietes ermittelt. Des Weiteren 
wurde das zelluläre Verteilungsmuster von TNF α und IL1 β im gesunden und traumatisierten 
Rückenmark der Ratte untersucht und die Anzahl der serotonergen Fasern, die Anhalt für die 
motorische Erholung geben, distal der Läsion bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass es eine 
Stunde postläsional zu einer starken Erhöhung der proinflammatorischen Zytokine in Gliazel-
len und Neuronen kommt. Bei der Anzahl der serotonergen Fasern lässt sich dagegen keine 
relevante Veränderung nach Medikamentengabe feststellen. Es wurde außerdem gezeigt, dass 
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es nach akuter Kombinationsgabe von Thalidomid und Rolipram im Gegensatz zur Ver-
gleichsgruppe nach 6 Wochen Überlebenszeit zu einer signifikanten Vergrößerung der erhal-
tenen weißen Substanz im Epizentrum und damit zu einem verminderten funktionellen Defizit 
kommt. 
 
Momentan gibt es noch keine allgemein akzeptierte Interventionsstrategie für die frühe Be-
handlung nach traumatischer RMV und bis zu den Erfolgen der meisten anderen experimen-
tellen Interventionsstrategien werde noch einige Jahre vergehen, bis sie im klinischen 
Gebrauch Einsatz finden. Die präsentierte klinisch nahe Strategie zur Intervention kann klar 
den Wert der weiteren Erforschung und die Effizienz von bereits erhältlichen, klinisch genutz-
ten Medikamenten zeigen, die eine funktionelle Verbesserung nach traumatischer RMV för-
dern können. 
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2 Einleitung 
2.1 Paraplegie 
Traumatische Verletzungen des Rückenmarks wurden schon immer als einschneidendes Er-
eignis empfunden. So reichen die ersten Beschreibungen dieser Erkrankung und ihrer Sym-
ptome bis vor Christi Geburt zurück ; (B1 bis B3; Hughes, 1988PIRB). Für die betroffenen 
Patienten bedeutet ein spinales Trauma häufig eine bleibende und schwerwiegende Ein-
schränkung ihrer Lebensqualität. Denn traumatische RMV führen in Abhängigkeit von ihrer 
Ätiologie, Lokalisation und Ausdehnung zu dauerhaftem Verlust motorischer, sensibler und 
vegetativer Funktionen. Schon Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieb Ramon y Cajal, dass es 
bei der Durchtrennung zentraler Axone in der Regel nicht zu einer Regeneration der verletz-
ten Nervenfasern kommt und folglich auch eine Rückbildung neurologischer Ausfälle aus-
bleibt (Ramon y Cajal, 1928). 
 
Die experimentelle Paraplegiologie versucht mittels moderner morphologischer und moleku-
larbiologischer Techniken, die Ursachen für die zugrunde liegende unzureichende axonale 
Regeneration im Zentralnervensystem (ZNS) zu erforschen. Hierbei werden einerseits die 
retrograden Reaktionen in den Zellkörpern der axotomierten Neurone untersucht, andererseits 
konzentriert man sich auf die zellulären Reaktionen im unmittelbaren Bereich der Läsion 
selbst und in den distal gelegenen Systemen.  
 
Um eine Einführung in dieses komplexe Gebiet zu ermöglichen erfolgt in der vorliegenden 
Arbeit zu Anfang eine Darstellung des allgemeinen Aufbaus des Rückenmarks und der Pa-
thophysiologie von RMV. Anschließend werden im Kapitel „Histologische Grundlagen“ die 
verschiedenen Formen der Gliazelle vorgestellt, die im Verlauf einer traumatischen RMV 
eine wichtige Rolle spielen. Die Darstellung des motorischen Systems der Ratte zeigt die 
Grundlagen der Motorik. In der Motorik spielt auch das serotonerge System der Ratte eine 
wichtige Rolle, auf das gesondert eingegangen wird. Es gibt eine Reihe verschiedener Läsi-
onsmodelle, die hier ausführlich vorgestellt und erörtert werden. Letztendlich wird ein Über-
blick über die verwendeten Medikamente Thalidomid und Rolipram und die Immunfluores-
zierenden Marker MBP und NF gegeben. 
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2.2 Pathophysiologie von Rückenmarksverletzungen 
Das Rückenmark bildet das Hauptleitungssystem des ZNS höherer Säugetiere und hat die 
wichtige Funktion der Signalübermittlung. Hier verlaufen alle nicht-vegetativen Signale in 
motorischen (absteigenden) oder sensorischen (aufsteigenden) Nervenbahnen. So können In-
formationen zwischen Gehirn und Körper vermittelt werden. Wie im Gehirn lässt sich im Rü-
ckenmark zwischen grauer und weißer Substanz unterscheiden. Die weiße Substanz beher-
bergt die aszendierenden und deszendierenden Bahnen mit ihren Axonen, welche die Verbin-
dung zwischen Rückenmarkskernen und höher gelegenen Hirnzentren bilden und so die 
Kommunikation zwischen Gehirn und Peripherie herstellen. Sie wird auf jeder Seite des Rü-
ckenmarkes jeweils in einen rechten und linken Vorderstrang (Funiculus anterior), Seiten-
strang (Funiculus lateralis) und Hinterstrang (Funiculus posterior) unterteilt. Die zentral gele-
gene graue Substanz erscheint auf dem Rückenmarksquerschnitt als Schmetterlingsfigur und 
beherbergt die Zellkörper der Neurone und ihre Dendriten, die der Verschaltung dienen. Sie 
wird weiter unterteilt in ein ventral gelegenes, relativ plumpes Vorderhorn (Ventralhorn), ein 
schmaleres Hinterhorn (Dorsalhorn) und die dazwischen liegende Pars intermedia (Abbildung 
1). 
 
   
Abbildung 1: Das thorakale Rückenmark der gesunden adulten Ratte.  
 
Die Neurone der grauen Substanz sind nicht gleichmäßig verteilt, sondern sind in mehr oder 
minder abgrenzbaren Gruppen zusammengelagert, die als Kerne bezeichnet werden. Rexed 
unterteilte anhand des Verteilungsmusters der Kerngebiete die graue Substanz des Rücken-
marks in 10 Laminae, die auf Grund zytoarchitektonischer Kriterien differenzierbar sind 
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(Rexed, 1952). Hierbei bilden die Laminae I bis VIII von dorsal nach ventral gesehen mehr 
oder weniger parallel zueinander gelegene Schichten, während Lamina IX die Kerne der mo-
torischen Vorderhornzellen umfasst und Lamina X das den Zentralkanal umgebende Areal 
bezeichnet (Abbildung 2). 
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der 10 Laminae nach Rexed 
 
Eine traumatische Rückenmarksverletzung bedeutet oftmals die völlige Unterbrechung der 
Kommunikation zwischen dem Gehirn und dem distal der Läsion gelegenen Nervensystem. 
Dies führt sowohl zu schweren motorischen und sensorischen Ausfällen, als auch zu Störun-
gen des vegetativen Nervensystems. Läsionen des Rückenmarks verursachen zudem neben 
neuronalen und axonalen Destruktionen auch eine Demyelinisierung innerhalb und in der 
Umgebung des ursprünglichen Läsionsgebietes (Bunge et al., 1993). Multiple Studien zeigen, 
dass das endgültige Ausmaß des spinalen Schadens erheblich schwerwiegender erscheint, als 
die Läsionsgröße in den ersten Stunden nach dem Trauma vermuten lässt. Hierbei folgt der 
initialen, direkten Gewebeverletzung eine zweite Phase der Gewebedestruktion, die sich über 
einen Zeitraum von Wochen oder sogar Monaten hinziehen kann (Tator und Fehlings, 1991). 
Diese Phase wird unter dem Begriff sekundäre Degeneration oder Sekundärschaden zusam-
mengefasst.  
 
Zu der initialen Phase der Gewebeschädigung zählen der Zusammenbruch der Blut-
Hirnschranke (BHS) und ein sich ausbildendes vasogenes Ödem. Zusätzlich kommt es zu 
einer starken Konzentrationserhöhung von Glutamat, Laktat, Kalium, Stickoxid, Arachidon-
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säure und Ammoniak. Diese Stoffe führen zu einer exzitotoxischen Zellschädigung (Lee et 
al., 1999; Tator, 1995) und zur Ausbildung eines zytotoxischen Ödems. Zum Einen kommt es 
durch die konsekutive Schwellung des Rückenmarks aufgrund der Lage innerhalb des starren 
Spinalkanals zu einem reduzierten Blutfluss mit nachfolgender ischämischer Schädigung des 
Gewebes. Zum Anderen findet durch die Schwellung eine Störung der Astrozytenfunktion 
statt, so dass die von diesen Zellen ausgeübte Pufferfunktion partiell entfällt. Eine direkte 
traumatische Verletzung von Blutgefäßen, zumeist kleinerer Gefäße, findet überwiegend in 
der grauen Substanz statt. Durch die resultierenden Einblutungen wird ein zusätzlicher Druck 
auf das umgebende Gewebe ausgeübt.  
 
Bei der Ausbildung des Sekundärschadens spielt vor allem eine akute und kräftige Entzün-
dungsreaktion eine zentrale Rolle, bei der es zu einer Synthese und Freisetzung von Chemo- 
und Zytokinen kommt und die durch eine koordinierte Rekrutierung von zirkulierenden Leu-
kozyten und ortsansässiger Mikroglia unterhalten wird (Brook et al., 1998; Fitch et al., 1999; 
Schwab und Bartholdi, 1996). An der Läsionsstelle dringen durch schrankengestörte Kapilla-
ren nach kurzer Zeit vor allem Granulozyten aus dem Blut ein. Nach einigen Tagen wird diese 
lokale Entzündungsreaktion vor allem durch Mikrogliazellen und aus dem Blut eingewanderte 
Makrophagen bestimmt. Begleitend kommt es zu einer Einwanderung von Schwann-Zellen in 
das Läsionsgebiet (Brook et al., 1998). Als weiterer Triggerfaktor für den entzündlichen Pro-
zess dient vor allem in den ersten Tagen die erhöhte Konzentration freier Radikale. Durch den 
Zelluntergang kommt es zu einer Freisetzung von membrangebundenen Phospholipiden, die 
zu proinflammatorischen Eikosanoiden metabolisiert werden (Hall, 1996). Durch tierexperi-
mentelle Studien und eine Limitierung der Entzündungsreaktion durch hochdosierte Akutbe-
handlung mit antiinflammatorischen Wirkstoffen, wie Methylprednisolon konnte gezeigt 
werden, dass diese Entzündungsreaktion einen wesentlichen Anteil an der Ausbildung von 
Sekundärschäden haben (Oudega et al., 1999; Short et al., 2000).  
 
Eingewanderte Makrophagen und aktivierte ZNS-eigene Mikroglia räumen das destruierte 
Gewebe innerhalb der nächsten Wochen ab (Schwab und Bartholdi, 1996). Letztendlich bil-
den sich im Läsionsgebiet Zysten aus, die von Narbengewebe umgeben sind (Fawcett und 
Asher, 1999; Stichel und Muller, 1998). Die Zusammensetzung der Narbe variiert nach der 
Art der Verletzung. Traumatische Läsionen ohne Kontinuitätsverlust der Hirnhäute führen zu 
einer glialen Narbe mit Astrozyten. Kommt es zusätzlich zu einer Verletzung der Nervenwur-
zel an der Eintrittszone zum Rückenmark wandern auch Schwannzellen mit in das Läsionsge-
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biet ein. Bei einer Durchtrennung der Hirnhäute findet man in der Narbe zusätzlich 
Fibroblasten meningealen Ursprungs, die die Ausbildung einer mesenchymalen fibrösen Nar-
be am Läsionszentrum verstärken. Diese nach Wochen sich ausbildende gliale und fibröse 
Narbe gilt als eine wichtige Ursache für die fehlende Regeneration der verletzten ZNS-Fasern 
(Condic und Lemons, 2002; Fawcett und Asher, 1999; Schwab und Bartholdi, 1996). Denn 
das dichte inhomogene Netzwerk von extrazellulärer Matrix und Zellfortsätzen bildet schon 
aus rein physikalischen Gründen eine natürliche Barriere. Zudem wurde innerhalb der letzten 
Jahre eine Vielzahl extrazellulärer Matrixmoleküle charakterisiert, die einen wachstumshem-
menden Effekt auf die auswachsenden Axone ausüben. 
 
So bleibt festzustellen, dass eine RMV eine schwerwiegende Erkrankung ist bei der die be-
troffenen Personen zumeist bleibende Schäden mit dem Ausfall motorischer, sensorischer und 
vegetativer Funktionen erleiden. Denn trotz der erfolgreichen Anwendung neuroprotektiver 
und regenerativer Behandlungsansätze in tierexperimentellen Studien gibt es derzeit kein für 
den Menschen zugelassenes Medikament, welches zuverlässig eine Reduktion des Sekundär-
schadens bzw. eine verbesserte Regeneration verletzter Nervenfasern erreicht.  
 
2.3 Gliazellen 
2.3.1 Mikroglia 
Die Herkunft von Mikrogliazellen ist noch nicht endgültig geklärt, wobei es nach allgemein 
akzeptierter Meinung eine Ursprungszelle im Knochenmark gibt, die zu Mikroglia und 
Makrophagen ausdifferenzieren kann oder doch zumindest eine enge Verwandtschaft zu der 
Ursprungszelle der Monozyten aufweist. Im Verlauf der Embryogenese wandern die 
mikroglialen Vorläuferzellen dann mit den einsprossenden Blutgefäßen in das Parenchym des 
ZNS ein und entwickeln sich dort zu ausgereiften Mikrogliazellen (Jordan und Thomas, 1988; 
Ling und Wong, 1993). 
 
Lichtmikroskopisch betrachtet weisen nicht aktivierte Mikrogliazellen einen länglichen bis 
dreieckigen Kern auf, der chromatinreich ist und von einem schmalen Zytoplasmasaum um-
geben wird. Von dem Zellkörper gehen lange, dünne, wellige Fortsätze aus, die sich peripher 
weiter aufteilen (Streit et al., 1988). Die Funktion dieser ruhenden Mikrogliazellen ist weitge-
hend unbekannt. Es wird angenommen, dass sie auf Grund der bekannten Fähigkeit zur Pino-
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zytose und zu hoher Motilität für die lokale immunologische Überwachung und Reinigung 
des Extrazellularraumes verantwortlich sind (Thomas, 1990; Ward et al., 1991).  
 
Bei Schädigung des ZNS, können diese Zellen unmittelbar aktiviert werden. Neben einer 
starken Proliferation kommt es bei diesem Vorgang zu charakteristischen morphologischen 
Veränderungen. Anfangs hypertrophieren die Zellen, und das feinverzweigte Netz der Fort-
sätze bekommt ein eher plumpes Erscheinungsbild (Streit und Kreutzberg, 1987). Ihre phago-
zytierende Wirkung entfalten die Mikrogliazellen, wenn es im weiteren Verlauf der Schädi-
gung zum neuronalen Zelluntergang kommt. Bei diesem zweiten Schritt verändern sie wie-
derum ihre Morphologie und können dann mit ihrem abgerundeten Zellkörper ohne Fortsätze 
äußerlich nicht mehr von Makrophagen unterschieden werden (Streit und Kreutzberg, 1988). 
Die Mikrogliazellen interagieren mit ihrer Umgebung über die Sezernierung einer Reihe un-
terschiedlichster Moleküle, wobei sie in der Lage sind, sowohl potentiell gewebszerstörende 
Stoffe als auch Substanzen freizusetzen, die eine wichtige Rolle bei der Gewebshomöostase 
und - reparatur besitzen (Banati et al., 1993; Chamak et al., 1995; Chao et al., 1992; Colton 
und Gilbert, 1987; Constam et al., 1992; Sawada et al., 1989). 
 
Neben der Fähigkeit zur Phagozytose halten sie eine entscheidende Vermittlerfunktion zum 
spezifischen Immunsystem inne, so dass man festhalten kann, dass Mikrogliazellen eine 
wichtige Rolle bei der Auseinandersetzung des ZNS mit Schädigungen jeglicher Art spielen. 
 
2.3.2 Astrozyten 
Astrozyten füllen den gesamten von Neuronen und anderen Gliazellen freigelassenen Raum 
aus und bilden die Grenzmembran des Nervengewebes gegenüber seiner Oberfläche und den 
Gefäßen. Sie kommen im ZNS ubiquitär vor. Morphologisch handelt sich um große, runde bis 
polygonale Zellen, von denen radiär Fortsätze ausgehen, die der Zelle insgesamt ein sternför-
miges Erscheinungsbild geben (Fedoroff und Vernadakis, 1986). 
 
Die ruhende Astroglia übernimmt nach heutiger Auffassung eine wichtige homöostatisch-
regulative Kontrollfunktion an Grenzstellen des Nervengewebes. Weiterhin scheint sie eine 
Rolle bei der Versorgung mit Nährstoffen und Vorläufersubstanzen zu besitzen und sorgt über 
die Aufnahme von Kaliumionen und verschiedenen Transmittersubstanzen für ein gleich blei-
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bendes extrazelluläres Milieu (Hatten et al., 1991; Kimelberg und Norenberg, 1989; Noren-
berg, 1994). 
 
Eine Schlüsselrolle kommt den Astrozyten außerdem bei der Reaktion auf Schädigungen des 
ZNS zu. Die Zellen reagieren dabei in der Regel mit einer Hypertrophie (Graeber und Kreutz-
berg, 1986; Graeber et al., 1988). Im weiteren Verlauf sind Astrozyten insbesondere an der 
glialen Narbenbildung beteiligt. Die Rolle der Astroglia bei Läsionen des ZNS ist noch um-
stritten. Zum Einen gilt die gliale Narbe aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften als Bar-
riere gegen die Einsprossung neuer Axone. Auch für im Narbengewebe nachgewiesene, astro-
zytär gebildete extrazelluläre Matrixproteine, wie z.B. Tenascin, Chondroitinsulfat und Prote-
oglykanen, konnte eine wachstumsinhibierende Wirkung gezeigt werden (Bahr und Bonhoef-
fer, 1994; Hirsch und Bähr, 1996; Kimelberg und Norenberg, 1994; Schwab et al., 1993). 
Zum Anderen stehen diesen Ergebnissen auch Arbeiten gegenüber, die zumindest in in vitro 
Experimenten eine astrozytäre Sezernierung regenerationsfördernder Substanzen nachweisen 
konnten (Muller et al., 1995). 
 
2.3.3 Oligodendroglia 
Diese Zellpopulation ist für die Myelinscheidenbildung im ZNS verantwortlich. Es handelt 
sich um runde oder polygonale Zellen, welche jeweils mehrere Axone mit einer Myelin-
schicht ummanteln. Die Myelinscheide dient bei den Axonen der Neurone als eine Isolier-
schicht, die eine schnelle Informationsübertragung durch saltatorische Erregungsfortleitung 
garantiert und das Axon vor fremden Aktionspotentialen schützt. Des Weiteren ist die Mye-
linscheide für die trophische Versorgung der Axone mit verantwortlich. Einerseits zieht der 
Untergang eines versorgten Axons die Degeneration der Myelinscheide nach sich, anderer-
seits kann aber auch der pathologische Untergang seiner Myelinscheide das Absterben der 
Neurite bewirken. 
 
Im Rahmen von Läsionen des ZNS spielen von Oligodendrozyten produzierte Wachstumsin-
hibitoren eine wichtige Rolle bei der fehlenden axonalen Regeneration (Huber et al., 1998; 
Schwab und Bartholdi, 1996; Spillmann et al., 1997). Insbesondere für drei myelinassoziierte 
Proteine Nogo-A, welches zuerst entdeckt wurde (Chen et al., 2000; Grandpre und Strittmat-
ter, 2001), das Myelin assoziierte Glycoprotein (MAG) und das Oligodendrozyten Myelin 
Glycoprotein (OMgp) konnte sowohl in vitro, als auch in vivo Experimenten eine regenerati-
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onshemmende Wirkung nachgewiesen werden (Review: Domeniconi und Filbin, 2005). Ihre 
inhibierende Wirkung vermitteln alle drei Proteine durch ihre Bindung an den Nogo – Rezep-
tor (NgR) von Neuronen. Durch diese Rezeptorbindung wird eine Kaskade ausgelöst, bei der 
die Zytoskelettstruktur der Axonaussprossungen, genannt growth cones, so verändert werden, 
dass sie kollabieren (Fawcett et al., 1989). Im gesunden ZNS führen diese Proteine dagegen 
zu einer Stabilisierung und Aufrechterhaltung der neuronalen Verschaltungen. Jüngst wurde 
entdeckt, dass Nogo-A, MAG und OMgp über ein ergänzendes Rezeptorsystem reagieren, 
den  paired immunglobulin like receptor B (PIRB; Atwal et al., 2008). 
 
Im Bezug auf die Veränderungen nach Rückenmarkstraumata kommt den Oligodendroglia-
zellen neben den Astrozyten folglich eine wesentliche Bedeutung für das fehlende Einwach-
sen der durchtrennten Axone in das denervierte Gewebe zu. 
 
 
2.4 Motorisches System der Ratte 
Bei dem motorischen System der Ratte kann man, wie beim Menschen zwei Steuerungsebe-
nen unterscheiden, den spinalen und den supraspinalen Regelkreis (Tabelle 1). Die motori-
sche Bewegungskontrolle ist ein komplexes Zusammenspiel dieser beiden Ebenen und 
schließt das Rückenmark, den Hirnstamm, das Zerebellum, die Basalganglien und den senso-
motorischen Kortex mit ein (Dietz, 2002). 
 
Spinale Kontrolle Supraspinale Kontrolle 
Motorische Einheit Extrapyramidales System 
Central Pattern Generator Pyramidales System 
Tabelle 1: Aufbau des motorischen Systems der Ratte 
 
Es ist bekannt, dass das Rückenmark auch selbstständig fähig ist motorische Aktivität zu er-
zeugen (Ribotta et al., 2000). Unter spinaler Kontrolle befindet sich die motorische Einheit 
und der Central Pattern Generator (CPG). Die motorische Einheit ist die kleinste funktionelle 
Einheit der willkürlichen Motorik. Sie steht im Zentrum der Muskelkontraktion und umfasst 
das α – Motoneuron mit seinem Axon und alle Muskelfasern, die von ihm innerviert werden. 
Bei der motorischen Einheit gilt das „Alles-oder-nichts-Gesetz“. Es besagt, dass sich entwe-
der alle innervierten Muskelfasern gleichzeitig oder keine von ihnen kontrahiert. Die Anzahl 
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der innervierten Muskelfasern pro motorischer Einheit variiert dagegen. Verallgemeinernd 
kann man sagen: Je kleiner die motorische Einheit, umso feiner kann die Bewegung abgestuft 
werden. So wird in den äußeren Augenmuskeln jede Muskelfaser von einer Nervenfaser in-
nerviert. Manche Extremitätenmuskeln dagegen besitzen motorische Einheiten, die aus mehr 
als 100 Muskelfasern bestehen (Schiebler, 1996). 
 
Der CPG ist ein neuronales Netzwerk, das für die motorische Aktivität, z.B. für oft wiederhol-
te Bewegungen verantwortlich ist (Cazalets et al., 1995). Der CPG dient als zentraler Bewe-
gungsgenerator und setzt sich aus einem Netzwerk von Interneuronen zusammen (Dietz, 
2002). Diese reziprok verschalteten, inhibitorischen Interneurone generieren den Grund-
rhythmus des CPG. Er erzeugt synchronisierte Impulse, die unter anderem Schwimmbewe-
gungen oder Schrittfolgen auslösen können. Er ist im Stande die motorische Kontrolle über 
jeden Muskel der Extremitäten und die Abstimmung des Rhythmus von motorischen Kreis-
läufen zu generieren. Zudem übernimmt er die Koordination von verschiedenen Extremitäten-
Muskelpartien (Bravo et al., 2007). Seine genaue Lokalisation ist bis jetzt noch nicht voll-
ständig geklärt. Der CPG wird für verschiedene Spezies im tiefen lumbalen Rückenmark, für 
die neugeborene Ratte auf Höhe Th13 bis L2 vermutet (Cazalets et al., 1995; Kiehn und Kjae-
rulff, 1998). An der Regulation des CPG sind unter anderem auch serotonerge Neurone betei-
ligt (Jacobs und Fornal, 1997). Um diese Netzwerke nachzuweisen, werden übergeordnete 
Nervensysteme beim Tier entfernt und die trotzdem stattfindende motorische Aktivität be-
schrieben (Cazalets et al., 1995). Der CPG von Wirbeltieren, z.B. der der Katze, ist nämlich 
auch nach kompletter Transektion des Rückenmarks in der Lage Schrittfolgen auszulösen 
(Cazalets et al., 1995; Kiehn und Kjaerulff, 1998). Folglich sind diese Bewegungen bei der 
jeweiligen Tierspezies auf spinaler Ebene als autonom anzusehen.  
 
Bei den supraspinalen Regelkreisen unterscheidet man bei der Ratte, wie beim Menschen py-
ramidale und extrapyramidale Motorik. Das pyramidale System wird durch den Tractus corti-
cospinalis (TCS) repräsentiert, der seinen Beginn bei Neuronen des Motorkortex (und auch 
aus kleinen Anteilen des sensorischen Kortex) hat und zu Interneuronen oder teilweise direkt 
zu α-Motoneuronen (beispielsweise bei Primaten) in den Ventralhörnern der grauen Substanz 
im Rückenmark projiziert. Dabei kreuzt der überwiegende Anteil des TCS an der Pyramiden-
bahnkreuzung (Deccusatio pyramidum) in der unteren Medulla oblongata zur Gegenseite und 
verläuft nun an der Basis der Hinterhörner (Brown, Jr., 1971), sowie mit einem kleinen Anteil 
auch im lateralen Bereich des Rückenmarks. Die ungekreuzten Fasern findet man dagegen im 
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ventralen Anteil des Rattenrückenmarks (Joosten et al., 1992). Zusätzliche kleinere Faseran-
teile des TCS werden auch in anderen Teilen der weißen Substanz beschrieben (Liang et al., 
1991). 
 
Das Kernstück des extrapyramidalen Systems liegt in den subkortikalen Basalganglien im 
Gehirn und bildet einen Regelkreis, der modulierend auf die Willkürmotorik einwirkt. Sowohl 
vom parvo-, wie magnozellulären Anteil des Nukleus ruber vereinigen sich motorischen, 
extrapyramidalen Fasern zum Traktus rubrospinalis (TRS; Shieh et al., 1983). Er verläuft vom 
im Tegmentum des Mittelhirns gelegenen Nukleus ruber zu Interneuronen in der grauen Sub-
stanz, die die Signale auf exzitatorische und inhibitorische Interneurone umschalten. Die 
meisten Axone kreuzen in der ventralen tegmentalen Decussatio. Im Rückenmark der Ratte 
ist der TRS im dorsalen Anteil des Funiculus lateralis gelegen (Brown, 1974; Waldron und 
Gwyn, 1969). 
 
 
Abbildung 3: Verteilung motorischer Faserbahnen im Rückenmark der adulten Ratte 
A Tractus corticospinalis (A1: ungekreuzte Fasern; A2: in der Decussatio pyramidalis gekreuzte 
Fasern) B Tractus rubrospinalis (Querschnitt; alle Faserbahnen sind bilateral angelegt). 
 
Sowohl das pyramidale, wie auch das extrapyramidale motorische System enden über Inter-
neurone verschaltet oder direkt an α-Motoneuronen (auch große Vorderhornzellen genannt). 
Sie sind mit einem Durchmesser von 30 – 80µm die größten Nervenzellen des Rückenmarks 
und sind im Vorderhorn gelegen, wo sie mehrere Kerne bilden. Diese Neurone, die zu den 
multipolaren Nervenzellen zählen, haben sechs oder mehr große Stammdendriten, die die 
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großen Perikarya radiär zu allen Seiten verlassen und sich anschließend mehrfach teilen. Zu-
sammen bilden sie ein kugelförmiges oder ovales dendritisches Feld. Das Axon ist lang und 
innerviert die Skelettmuskulatur. Dabei geben die Axone noch in der grauen Substanz mehre-
re Kollateralen ab, die sich zum Teil mit Interneuronen verbinden. Die Axone ziehen dann 
weiter zu bestimmten Muskelgruppen des Bewegungsapparates und enden an motorischen 
Endplatten (Schiebler, 1996). 
 
Eine eindeutige Bedeutung von TCS und TRS auf die Koordination der Motorik ist noch nicht 
abschließend geklärt. Funktionelle Defizite, die durch Läsion einer der beiden Trakte entste-
hen, können durch den anderen Trakt ausgeglichen werden. Simultane Läsionen erzeugen 
dagegen lang anhaltende Defizite (Kennedy, 1990). Die deutet auf ein sehr enges Zusammen-
spiel der beiden Trakte hin.  
 
Die Koordination von Bewegungen ist ein komplexes Zusammenspiel des CPG, des extrapy-
ramidalen und des pyramidalen Systems. Hierbei ist der CPG vor allem für monoton basale 
Bewegungen, überwiegend proximaler Muskelgruppen zuständig. Den extrapyramidalen 
Bahnen wird die „grobe“ Kontrolle von Bewegungsabläufen und eine Steuerung der toni-
schen Halte- und Stützmotorik zugeschrieben. Diese Muskelaktionen werden nicht willkürlich 
ausgeführt oder bewusst empfunden. Durch solche unbewussten Bewegungsabläufe, wie Mit-
bewegungen (Armschwingen beim Gehen) oder eingeübte und mechanische Bewegungen, 
unterstützt das extrapyramidale System alle willkürlichen Bewegungen. Zudem sorgt das 
extrapyramidale System durch einen Regelkreis mit dem Kleinhirn für den Abgleich der in-
tendierten Willkürbewegung mit der aktuellen Situation und harmonisiert Bewegungsabläufe. 
Die Pyramidenbahn gilt dagegen als Bahn der Willkürmotorik. Ihr wird eher die „feine“ Ko-
ordination der Motorik überwiegend distaler Muskelgruppen, aber auch die Vorder-/ Hinter-
beinkoordination zugeschrieben. Denn sie modifiziert stereotype und automatische Bewe-
gungsabläufe, die von subkortikalen motorischen Zentren gelenkt werden, zu gezielten und 
fein abgestimmten Bewegungen. Andere Hypothesen besagen, dass der TCS für neu erlernte 
Bewegungen, der TRS für die Steuerung von sich wiederholenden Bewegungsmustern zu-
ständig ist (Kennedy, 1990; Metz und Whishaw, 2002). 
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2.5 Serotonerges System der Ratte 
Serotonin, auch 5-Hydroxytryptamin (5-HT) genannt, gehört zur Gruppe der Monoamide. Die 
Gegenwart von 5-HT im Zentralnervensystem der Ratte wurde biochemisch als erstes von 
Twarog und Page im Jahre 1953 beschrieben (Twarog und Page, 1953). Das hauptsächliche 
Vorkommen der serotonergen Bahnen im Rückenmark von Ratte, Kaninchen und Katze fin-
det sich im lateralen und ventralen Horn der weißen Substanz (Bowker et al., 1987; Schneider 
und Perl, 1985; Zivin et al., 1975). Die serotonergen Nervenendungen finden sich vor allem 
an den Zellkörpern der sympathischen lateralen Bahn und an α-Motoneuronen (Dahlstrom 
und Fuxe, 1964). Sowohl 5-HT, wie auch Nicht-5-HT-Neurone besitzen Serotoninrezeptoren 
auf ihren Zelloberflächen (Haigler, 1977), von denen bisher acht Untergruppen beschrieben 
wurden (Chuang, 1989; Frazer et al., 1990; Hartig, 1989; Hoyer, 1988; Schmidt und Peroutka, 
1989). Grob unterteilt man diese funktionell in Rezeptoren mit inhibitorischer Wirkung (z.B. 
5-HT1) und solche mit exzitatorischer Wirkung (z.B. 5-HT2).  
 
 
Abbildung 4: Anatomische Verteilung der serotonergen Faserbahn im Rückenmark der adulten 
Ratte  
(Querschnitt; Faserbahn ist bilateral angelegt) 
 
Ein Großteil der serotonergen Neurone im ZNS ist in Kernen entlang der Mittellinie des Hirn-
stammes lokalisiert, den so genannten Raphekernen (Tork, 1985). Sie erhalten Signale von 
Axonen aus vielen Bereichen des Nervensystems, wie beispielsweise dem Cortex, Hypotha-
lamus, Nucleus reticularis und dem Rückenmark (Behzadi et al., 1990; Hermann et al., 1997). 
Neben diversen anderen Projektionen sind auch die Motoneurone des Hirnstamms 
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(Connaughton et al., 1986) und das Rückenmark (Alvarez et al., 1998) Zielgebiete dieser 5-
HT-Neurone der Raphekerne. Da die Grenzen der Raphekerne teilweise schwer abzugrenzen 
sind, was die präzise anatomische Beschreibung schwierig macht, hat man die 5-HT-Neurone 
des Hirnstammes in neun Gruppen eingeteilt, von der Gruppe B1 in der kaudalen Medulla 
oblongata bis zur Gruppe B9 im Mittelhirn (Dahlstrom und Fuxe, 1964; Steinbusch, 1981; 
Tork, 1985; Tork, 1990; Weissmann et al., 1987). 
 
Wie bereits erwähnt empfängt das Rückenmark eine starke und hoch organisierte serotonerge 
Projektion. Eine diffuse Verteilung von 5-HT-Fasern ist durch die meisten Rückenmarkseg-
mente hindurch zu finden. Zusätzlich kann man mehrere Regionen mit einer höheren Dichte 
an serotonergen Nervenendigungen erkennen. Diese beinhalten Laminae I und II des Dorsal-
hornes, die intermediolaterale Region, die um den Zentralkanal gelegene Lamina X und die 
motorischen Kerne im Ventralhorn (Laminae VIII und IX; Anderson et al., 1989; Faden et al., 
1988). Der hauptsächliche Ursprungsort der 5-HT Innervation des Rückenmarks ist die kau-
dale Gruppe der 5-HT Zellen (B1 bis B3; Bowker et al., 1981; Hokfelt et al., 1978; Johansson 
et al., 1981; Skagerberg und Bjorklund, 1985; Zemlan et al., 1984). Sie enden an Neuronen 
des Hinterhorns. Die Innervation anderer spinaler Strukturen wird durch tiefer liegende Fa-
serbündel vermittelt, die im Ventralhorn lokalisiert sind. Diese sind auf Grund ihrer schwierig 
zu untersuchenden Lage noch nicht hinreichend erforscht. Deshalb ist das Verständnis der 
Funktion von 5-HT im Rückenmark außerhalb des Dorsalhorns noch limitiert. Es wird aber 
angenommen, dass 5-HT Zellen aus der Region B2 (Nucleus raphe obscurus) und Teile aus 
B1 (Nucleus raphe pallidus) in das Ventralhorn projizieren, wohingegen die lateralen B1 - 
Zellen in die intermediolaterale Region ausstrahlen (Bacon et al., 1990; Helke et al., 1986; 
Skagerberg und Bjorklund, 1985; Tork, 1990; Zemlan et al., 1984). 
 
Serotonin ist für seine vielfältigen Effekte in einer ganzen Reihe von Systemen bekannt, dies 
macht die Identifizierung von einzelnen postsynaptischen Wirkungen und Effekten schwierig. 
In seiner Aufgabe als Neurotransmitter wirkt 5-HT in einer Vielzahl biologischer Prozesse 
mit. Hierzu zählen unter anderem Aggression, Lernen, sexuelles Verhalten, Schmerz, Auf-
merksamkeit, Körpertemperatur, Schlaf, Atmung, Durchblutung und Appetit. Auch psychiat-
rische und neurologische Erkrankungen (Depression, Angstzustände) werden auf einen ver-
änderten Serotoninhaushalt zurückgeführt (Halliday et al., 1995).  
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Eine weitere wichtige Aufgabe von 5-HT, die insbesondere für die vorliegende Arbeit von 
Interesse ist, liegt in seiner Funktion in der Vermittlung von Motorik. Serotonerge Neurone 
sind unter Anderem an der Regulation des CPG beteiligt (Jacobs und Fornal, 1997), der wie 
bereits beschrieben im Rückenmark lokalisiert ist und für die Ausführung autonomer spinaler 
Bewegungen, wie z.B. Schrittfolgen, verantwortlich ist (Cazalets et al., 1995; Kiehn und 
Kjaerulff, 1998). Zudem konnte gezeigt werden, dass die motorischen Fähigkeiten nach einer 
RMV signifikant mit Veränderungen in der 5-HT Färbung im Vorderhorn korrelieren (Faden 
et al., 1988). Serotonin im Rückenmark steht folglich in enger Beziehung zur motorischen 
Aktivität (Schmidt und Jordan, 2000). 
 
In der vorliegenden Arbeit soll durch 5-HT Färbungen von Rückenmarksschnitten kaudal der 
RMV untersucht werden, ob zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen eine unter-
schiedliche Restitution des motorischen Systems mit der Regeneration serotonerger Fasern 
korreliert werden kann. 
 
 
2.6 Läsionsmodelle am Tier 
Es gibt verschiedene Arten von Läsionsmodellen am Tier mit dem Ziel eine traumatische 
RMV zu simulieren. Man unterscheidet grob Transektionen, bei denen das Rückenmark mit 
einer Schere, einem Messer oder einem Skalpell durchtrennt wird und das Kontusions- bzw. 
Kompressionsmodell, bei dem die Läsion durch Gewichte bzw. Druck hervorgerufen wird. 
Diese Läsionsmodelle müssen verschiedenen Anforderungen genügen. Sie sollen sowohl zu-
verlässig durchführbar und reproduzierbar, sowie in verschiedenen Laboratorien nachvoll-
ziehbar sein. Zudem sollen sie die Vorgänge im menschlichen Rückenmark möglichst genau 
simulieren und somit auf den Menschen übertragbar sein, um eine Einschätzung der Gewebe-
zerstörung und Informationen über die Erholung nach einer Verletzung zu liefern. 
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Partielle Transektion   Komplette  
Transektion Dorsale  
Hemisektion 
Drahtmesser-
Transektion 
Methode Das Rückenmark 
wird vollständig 
durchtrennt. 
Die oberen Faser-
stränge inklusive 
Hinterstränge und 
kortikospinalem 
Trakt werden 
durchtrennt. 
Es werden nur 
spezifische Berei-
che durchtrennt. 
Vorteile Anzahl von regene-
rierenden Nerven-
fasern bestimmbar. 
Ermöglicht lokale und reproduzierbare 
Verletzungen. 
Nachteile Entsprechen nicht dem Verletzungsmechanismus humaner 
RMV, sind nur eingeschränkt auf die menschliche Situation 
übertragbar. 
Tabelle 2: Läsionsmodelle durch Durchtrennung bestimmter Leitungsbahnen 
 
Bei der kompletten Transektion wird nach Eröffnung der Dura mater das Rückenmark des 
Tieres z.B. mit einer feinen Schere vollständig durchtrennt (Ramon-Cueto et al., 2000; Xu et 
al., 1997). Hierbei kann besonders gut die Anzahl von regenerierenden Nervenfasern beurteilt 
werden, da man sicher sein kann, distal der Läsion nur regenerierende Fasern zu erfassen. Um 
nur die Regeneration bestimmter Fasertrakte zu erfassen, bietet sich die Methode der partiel-
len Transektion an. Hier unterscheidet man im Wesentlichen die dorsale Hemisektion, bei der 
mit einer Schere die oberen Faserstränge des Rückenmarks, inklusive Hinterstränge und kor-
tikospinalem Trakt, durchtrennt werden (Grill et al., 1997; Schnell und Schwab, 1990) und 
die Drahtmesser-Transektion, bei der noch spezifischere Bereiche durchtrennt werden können 
(Hermanns et al., 2001). Diese Transektionen ermöglichen lokale und reproduzierbare Verlet-
zungen. Bei dieser Art von Läsionsmodellen kann man besonders gut die axonale Regenerati-
on bestimmter Fasertrakte beobachten, wobei auch die funktionelle Erholung beurteilbar ist. 
Ein Nachteil besteht darin, dass Transektionen nicht dem Verletzungsmechanismus bei hu-
manen RMV entsprechen und somit Erkenntnisse über die posttraumatischen Reaktionskas-
kaden und ihre Beeinflussung nur eingeschränkt auf die Situation beim Menschen übertragbar 
sind. 
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Kompressionsmodell  Kontusionsmodell 
mit einem Ballon mit Klammern 
Methode Definiertes Gewicht 
fällt aus bestimmter 
Höhe auf das Rü-
ckenmark. 
Subduraler Ballon 
wird mit Flüssigkeit 
gefüllt und verur-
sacht Druckläsion. 
Klammern quet-
schen das Rü-
ckenmark für eine 
definierte Zeit-
spanne. 
Vorteile Im besonderen 
Maße geeignet den 
Mechanismus hu-
maner RMV nach-
zuempfinden. Gut 
validiert. 
Kommt menschlichem Verletzungsme-
chanismus nahe. 
Nachteile Es werden nicht 
nur definierte Lei-
tungsbahnen ver-
letzt. 
Es werden nicht nur definierte Leitungs-
bahnen verletzt. Nicht bei jedem huma-
nen Verletzungsmechanismus vorzufin-
den. 
Tabelle 3: Läsionsmodelle durch Druck- oder Gewichtsverletzungen 
 
Beim Kompressionsmodell wird eine traumatische Läsion durch Druck hervorgerufen. Ein 
Ballon wird in den Subduralraum des Tieres geschoben und mit einem definierten Flüssig-
keitsvolumen gefüllt. Der Schweregrad der Verletzung variiert je nach Volumengröße und 
dementsprechend größerem Druck auf das Rückenmark (Brook et al., 1998; Theriault et al., 
1997). Es werden auch Kompressionsmodelle mit Klammern genutzt (Cetin et al., 2006; Shin, 
2007). Hier wird das Rückenmark durch diese Klammern für eine definierte Zeit gequetscht. 
Der Verletzungsgrad kann hier durch die Dauer der Quetschung und die Breite der Klammer 
variiert werden. Der Vorteil bei Kompressionsmodellen liegt in der, im Vergleich zu einer 
Transektion, realistischeren Darstellung von menschlichen Verletzungsmechanismen. Jedoch 
ist, im Gegensatz zum Kontusionsmodell, bei nicht jeder humanen Verletzung eine Kompres-
sion zu verzeichnen. 
 
Die Kontusionsläsion entsteht mit Hilfe eines standardisierten Gewichts, das aus einer be-
stimmten Höhe auf das Rückenmark des Versuchstieres fällt (weight-drop contusion animal 
model). Durch eine Variation von Gewicht und Fallhöhe können unterschiedlich schwere Lä-
sionen hervorgerufen werden (Basso et al., 1996). Viele Forschergruppen benutzen dieses 
weight-drop contusion animal model bereits, um die Pathophysiologie von RMV zu untersu-
chen. So wurden alle Therapieoptionen bei Verletzungen des Rückenmarks, die bis zum heu-
tigen Zeitpunkt in klinischen Studien getestet wurden, in diesem Läsionsmodel validiert 
Einleitung 
 
- 19 - 
(Young, 2002). Die Gewebspathologie entwickelt sich hier in einer klassischen Serie von gut 
untersuchten stereotypen Ereignissen, die initiale Verletzung und die folgende Phase der se-
kundären Degeneration mit Erweichung des Gewebes. Letztendlich kommt es zur Narbenbil-
dung mit oder ohne Ausbildung von großen Fistel–Hohlräumen (Bunge et al., 1993; Kakulas, 
1999; Wang et al., 1996). Das Kontusions-Läsionsmodell ist im besonderen Maße geeignet 
den Mechanismus von humanen RMV nachzuempfinden. Denn die meisten Verletzungen des 
Rückenmarks beim Menschen schließen zumindest eine Kontusion des Rückenmarks mit ein 
(Young, 2002), da eine schnelle Subluxation der Elemente der Wirbelsäule zu einer Kontusi-
onsverletzung führt (Bunge et al., 1993; Kakulas, 1999; Metz et al., 2000).  
 
Aus den oben genannten Gründen ist das Kontusionsmodell im besonderen Maße geeignet die 
Reaktionskaskaden bei menschlichen RMV zu simulieren. Daher wurde in der vorliegenden 
Studie das letztgenannte Läsionsmodell verwendet um die gewonnenen Erkenntnisse mög-
lichst realistisch auf die humane Situation zu übertragen. 
 
2.7 Verwendete Medikamente 
Bis in die jüngste Zeit war die Gabe einer hohen Dosis eines Glukokortikoides (Methylpred-
nisolon) innerhalb der ersten acht Stunden die einzige Möglichkeit einer pharmakologischen 
Intervention, von der man annahm, dass sie die sekundäre Gewebedegeneration reduzieren 
könnte (Bracken, 2002; Bracken und Holford, 2002). Jedoch wurde die Interpretation der kli-
nischen Daten der NASCIS II/III Studie in Frage gestellt und es besteht begründeter Zweifel 
an der Effizienz dieser Interventionsstrategie (Hugenholtz et al., 2002). Als Konsequenz die-
ser Zweifel ist Methylprednisolon mittlerweile durch die Food and Drug Administration 
(FDA) nicht mehr als pharmakologische Interventionsstrategie zur Reduktion von sekundärer 
Gewebedegeneration bei RMV beim Menschen zugelassen. 
 
In vielen Studien wurden die ausschlaggebenden Faktoren für die Ursache und Begünstigung 
der sekundären Degeneration ermittelt. Dies mündete in der Entwicklung einer großen Anzahl 
von Heilungsstrategien. Viele dieser Strategien konnten im Tierexperiment günstige Effekte 
zeigen und erste Ansätze werden aktuell in klinischen Studien an Patienten erprobt (Hurlbert, 
2006). Jedoch bis zur Zulassung neuer Medikamente und somit einer Anwendung in der Kli-
nik wird es aber noch einige Jahre dauern. So ist zum momentanen Zeitpunkt keine Interven-
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tionsstrategie zugelassen, die die sekundäre Gewebedegeneration nach einer RMV beim Men-
schen reduzieren kann. 
 
Eine der erforschten Medikamentengruppen zur Verminderung des Sekundärschadens wirkt 
über eine Reduktion von Zytokinen, einer Gruppe natürlich produzierter Proteine, mit einer 
Vermittlerfunktion in der interzellulären Kommunikation. Zytokine regulieren Zellfunktionen 
während der Aufrechterhaltung der Homöostase im reifen Organismus und während des Ab-
wehrmechanismus gegen Infektionen, Entzündungen, Autoimmunreaktionen, traumatische- 
und ischämische Verletzungen (Wang und Shuaib, 2002). Tumornekrosefaktor α (TNF α) und 
Interleukin 1 β (IL1 β) sind proinflammatorische Zytokine. Sie sind Schlüsselmediatoren bei 
Entzündungsreaktionen, bei verschiedenen Pathologien des ZNS und spielen eine wichtige 
Rolle in der entzündlichen Immunreaktion nach traumatischer ZNS Verletzung einschließlich 
der RMV (Hofman et al., 1989; Merrill und Benveniste, 1996; Taupin et al., 1993). 
 
IL1 ist als wichtiges endogenes Pyrogen entdeckt worden und wird auch als der „Prototyp der 
inflammatorischen Zytokine“ bezeichnet. Es existiert in zwei Formen, IL1 α und IL1 β (Gray 
et al., 1986; March et al., 1985). Eine niedrige Expression von IL1 β wird auch bei verschie-
denen Körperzellen von gesunden Mäusen, Ratten, Schweinen und Menschen beschrieben. So 
konnte man IL1 β aus homogenisiertem Rattenhirn isolieren (Taupin et al., 1993; Yan et al., 
1992). Seine Aufgaben im ZNS sind mannigfaltig und beinhalten die Induktion von Wachs-
tumsfaktoren, die Reduktion der Glutamatsezernierung, eine Verstärkung der GABA – Effek-
te und eine Modulierung der neuronalen Antwort auf Glycin. Außerdem kommt es zu einer 
Steigerung der induzierbaren Stickstoffoxid Synthase (iNOS; Lucas et al., 2006). Nach ZNS 
Verletzungen kommt es zu einer raschen Ausschüttung von IL1 β u.a. durch aktivierte 
Mikroglia. IL1 β wird hier mit einer Reihe von neurodegenerativen Zuständen in Verbindung 
gebracht. Zudem wird eine neurotoxische Wirkung vermutet, wobei die Mechanismen dieser 
Effekte noch unbekannt sind (Rothwell und Luheshi, 2000). Außerdem ist es ein potenter en-
do- und exogener Induktor von Fieber (Rothwell und Luheshi, 2000). 
 
Auch TNF kommt in einer α- und einer β- Form vor (Fiers, 1992; Ruddle, 1992). TNF α wur-
de im Gehirn gesunder erwachsener Mäuse und Ratten nachgewiesen (Taupin et al., 1993; 
Saper und Breder, 1992). Es ist einer der zentralen Entzündungsmediatoren im Gewebe und 
spielt in der Pathogenese von vielen neuronalen Schädigungsmechanismen eine Rolle. Von 
diesem Zytokin werden sowohl schädliche, als auch protektive Einflüsse auf Neurone be-
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schrieben. Die Fähigkeit zur Synthese von TNF α im ZNS haben Makrophagen, Astrozyten 
und Mikroglia. Das Zytokin scheint in der akuten Phase einer Entzündung im ZNS einen 
proinflammatorischen Effekt zu haben, in der chronischen Entzündungsphase dagegen eine 
Immunsuppressiven (Lucas et al., 2006). 
 
Für die vorliegende Arbeit sind die Effekte der proinflammatorischen Zytokine TNF α und 
IL1 β nach traumatischer RMV von besonderer Bedeutung. Beide Zytokine besitzen eine 
wichtige Rolle für den Ablauf der sekundären Gewebsdestruktion nach experimenteller RMV 
bei der Ratte (Leskovar et al., 2000). So induzieren TNF α und IL1 β eine Proliferation von 
Astrozyten, genannt Astrogliose, sowohl in vitro als auch in vivo und eine Aktivierung von 
Mikrogliazellen. TNF α vermittelt zudem eine Schädigung des Myelins und an Oligodendro-
zyten und zeigt in vivo zytotoxische Aktivität gegen Oligodendrozyten von Ratten, die im 
Zelltod enden (Review: Wang und Shuaib, 2002). 
 
Während der ersten sechs Stunden nach einer traumatischen RMV zeigt sich eine merkliche 
Vermehrung der Synthese und Freisetzung der potenten proinflammatorischen Mediatoren 
TNF α und IL1 β im Läsionsgebiet (Yang et al., 2004; Leskovar et al., 2000; Hausmann, 
2003). Dadurch ergibt sich ein frühes therapeutisches Fenster, innerhalb dessen über die Re-
duktion der Zytokinproduktion ein gewebsprotektiver Effekt nach RMV erzielt werden kann. 
Intervenierende Strategien, die gezielt eine Reduktion der Effekte von sezerniertem TNF α 
und IL β bewirken, resultierten in einer erheblichen Neuroprotektion nach einer fokalen bzw. 
globalen Ischämie oder einer traumatischen Hirnverletzung bei Nagetieren (Lee et al., 2003; 
Lucas et al., 2006). Des Weiteren wird berichtet, dass eine Reduktion von TNF α mittels einer 
systemischen IL10 – Infusion die funktionelle Erholung nach experimenteller RMV verbes-
sert. Jüngst wurde bei experimentellen RMV von Mäusen durch Kompression mit Klammern  
gezeigt, dass die Gabe von Etanercept, einem TNF α Antagonisten, die Ausprägung der Ent-
zündungsreaktionen und der sekundären Gewebedegeneration reduzieren kann. Dies ging 
einher mit einer signifikanten Verbesserung der motorischen Funktionen innerhalb von 10 
Tagen (Genovese et al., 2006). 
 
Die Gründe für die gezielte Therapie an entzündungsfördernden Zytokinen wurden in einer 
Reihe von experimentellen Läsionsmodellen gerechtfertigt. Ein erheblicher neuroprotektiver 
Effekt wurde bei IL1-Rezeptorantagonisten nach fokaler oder globaler Ischämie, Exzitotoxizi-
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tät oder traumatischen Hirnverletzungen bei Nagetieren nachgewiesen (Lee et al., 2003; Lucas 
et al., 2006).  
 
Medikamentöse Alternativen für eine klinisch relevante pharmakologische Strategie, die auf 
die Reduktion des sekundären Gewebezelluntergangs durch Modulierung der Immunantwort 
abzielt, sind Thalidomid und Rolipram. Von Vorteil ist hier auch zu nennen, dass beide Me-
dikamente gegenwärtig bereits für die Behandlung anderer Krankheiten außer der traumati-
schen RMV beim Menschen zugelassen sind. 
2.7.1 Thalidomid 
Thalidomid ist ein psychoaktives Medikament, das leicht die Blut-Hirn-Schranke (BHS) pas-
sieren kann. Es führt zu einer Reihe gut dokumentierter antiinflammatorischer Effekte, unter 
anderem der Reduktion der TNF α Ausschüttung und einer verstärkten Expression des an-
tiinflammatorischen Zytokins IL 10 (George et al., 2000; Meierhofer und Wiedermann, 
2003). Es konnte gezeigt werden, dass Thalidomid die Reduktion der TNF α Produktion 
größtenteils über einen verstärkten mRNA Abbau erreicht (Kim et al., 2004). Es wurde au-
ßerdem beschrieben, dass Thalidomid die NF-kappa B Aktivierung hemmt, die durch TNF α 
in vitro induziert wird (Majumdar et al., 2002). Neben diesen Effekten auf die Zytokinexpres-
sion wirkt Thalidomid als Immunmodulator, indem es die Rekrutierung von Leukozyten 
durch eine Herunterregulierung der endothelialen Expression von Zelladhäsionsmolekülen, 
wie z.B. ICAM-1 und LFA-1 bei der Entzündungsreaktion stört (Settles et al., 2001). 
 
Thalidomid wurde ursprünglich als Beruhigungsmittel und Antiemetikum eingesetzt. Doch 
kam es in den 1960er Jahre in Verruf und wurde vom Markt genommen, da es bei der Ein-
nahme in der Schwangerschaft schwere fetale Missbildungen verursachte, die so genannte 
Phokomelie. Da es aber neben seiner starken antiinflammatorischen Effekte auch eine potente 
immunmodulierende Wirkung zeigt, wurde es in den letzten Jahren wieder zugelassen (z.B. 
1998 in den USA). Heutzutage findet Thalidomid in der Behandlung des Erythema nodosum 
leprosum, einem schmerzhaften Arzneimittelexanthem, Gebrauch (Haslett et al., 2005; Sam-
paio et al., 1993; Villahermosa et al., 2005). Außerdem ist es effektiv in der Behandlung des 
Morbus Crohn (Ehrenpreis et al., 1999) und kann heutzutage auch in der Behandlung der 
Rheumatoiden Arthritis eingesetzt  werden (Oliver et al., 1998). 
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2.7.2 Rolipram 
Selektive Phosphodiesterase 4 (PDE4) Hemmer, wie Rolipram, zeigten in vorklinischen Tests 
antidepressive Aktivität. Auch die Ergebnisse klinischer Studien unterstützen die Annahme, 
der antidepressive Wirkung von Rolipram (Fleischhacker et al., 1992; Scott et al., 1991). Der 
therapeutische Einsatz der PDE4 Hemmer als Antidepressivum bleibt jedoch aufgrund seiner 
Nebenwirkungen, wie Übelkeit, Erbrechen und Sedierung eher beschränkt (O'Donnell und 
Zhang, 2004). Es wurde außerdem gezeigt, dass die Hemmung der Phophodiesterase durch 
Rolipram eine Erhöhung des intraneuralen cAMP verursacht (Yamashita et al., 1997). Erhöh-
te neuronale cAMP-Level wurden als wichtiger Signalweg für eine Aussprossung und Rege-
neration von Axonen nach einer traumatisch bedingten Verletzung des ZNS verantwortlich 
gemacht (Qiu et al., 2002). Neben diesem regenerationsfördernden Effekt konnten für Ro-
lipram auch antiinflammatorische Wirkungen nachgewiesen werden (Zhu et al., 2001). Diese 
antiinflammatorische Funktion von Rolipram wird durch verschiedene Studien deutlich ge-
macht. Zum einen wurde gezeigt, dass genanntes Medikament die Expression und Sezernie-
rung von TNF und IL1 durch LPS-stimulierte Makrophagen in vitro unterdrücken kann 
(Buttini et al., 1997; Witkamp und Monshouwer, 2000; Yoshikawa et al., 1999) und es 
kommt zu einer Reduktion des TNF α - Proteinlevels bei RMV nach einer 14 tägigen Gabe 
über eine osmotische Pumpe (Pearse et al., 2004). Zum Anderen bewirkt Rolipram die Ex-
pression der mRNA des Neutrophins brain derived neurotrophic factor (BDNF), welches eine 
wichtige trophische Rolle beim axonalen und dendritischen Wachstum von Neuronen spielt  
(Fujimaki et al., 2000). 
 
In der vorliegenden Studie wurde der Effekt einer Einmalgabe der Medikamente Thalidomid 
und Rolipram bzw. die Kombination beider Wirkstoffe auf den Sekundärschaden und konse-
kutiv auf die Erholung motorischer Funktionen nach einer Kontusionsverletzung des Rü-
ckenmarks der Ratte untersucht. 
 
2.8 Immunfluoreszierende Marker – MBP / NF 
Proteine bilden 30% des Trockengewichtes von Myelin im Nervensystem. Einen großen An-
teil daran hat, mit einem Anteil von ca. 20% des Gesamtproteins, das Myelin Basische Protein 
(MBP). Es ist Bestandteil des Kompaktmyelins und somit neben anderen Proteinen vor allem 
für die strukturelle Unversehrtheit und Stabilität der Myelinhülle verantwortlich (Lodish et 
al., 1995). Aufgrund der hohen Konzentration eignet sich MBP gut zur Anfärbung der Mye-
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linscheide und wurde in der vorliegenden Arbeit angefärbt, um das Ausmaß der residualen 
Myelinscheiden am Läsionszentrum zu bestimmen. 
 
Das Neurofilament (NF) ist ein Intermediärfilament, welches in drei Untergruppen mit unter-
schiedlichem Molekulargewicht vorkommt (NF68, NF150, NF200). Es ist Bestandteil des 
Zytoskeletts in reifen, ausgewachsenen Neuronen. Dort befindet es sich in regelmäßigen Ab-
ständen in den Perykarien, Dendriten und Axonen der Nervenzelle. Es ist neben Mikrotubuli 
und Mikrofilamenten sowohl für die strukturelle Integrität und Zellform, als auch für eine 
Verbesserung der Zell- und Organellen-Motilität verantwortlich. Die Hauptaufgabe der Neu-
rofilamente liegt dabei in der Kontrolle und Aufrechterhaltung des axonalen Durchmessers. 
NF 200 kommt folglich ubiqitär in allen ausgewachsenen, myelinisierten Neuronen vor. In 
der vorliegenden Studie wurden Neurone mit NF angefärbt, um den Anteil funktioneller Axo-
ne feststellen zu können.  
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3 Fragestellung 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Verminderung des Sekundärschadens nach einer 
traumatischen Rückenmarksverletzung der Ratte. Im Rahmen des Sekundärschadens spielt 
neben einigen weiteren Faktoren, vor allem eine akute und kräftige Entzündungsreaktion eine 
zentrale Rolle, die mit einer Ausschüttung von verschiedenen proinflammatorischen Chemo- 
und Zytokinen verbunden ist. Nach einer Kontusionsverletzung des thorakalen Rückenmarks 
erfolgt die frühe Injektion zweier Medikamente, Thalidomid und Rolipram, einzeln und in 
Kombination, um über die Reduktion der proinflammatorischen Zytokine IL1 β und TNF α 
die Entzündungsreaktion und damit den Sekundärschaden zu limitieren. Der Effekt dieser 
medikamentösen Intervention auf die motorischen Fähigkeiten wurde schwerpunktmäßig in 
einer anderen Arbeit dargelegt (Koopmans, 2006). Die vorliegende Studie befasst sich mit 
folgenden Fragestellungen: 
 
1. Wie ist das Verteilungsmuster von IL1 β und TNF α im gesunden, unverletzten Rü-
ckenmark der Ratte ausgeprägt und welche Zellpopulationen sind für die verstärkte 
Expression beider Zytokine nach traumatischer RMV verantwortlich?  
Um dies zu verdeutlichen wurden immunhistologische Färbungen in Rückenmarks-
schnitten von gesunden und verletzten Ratten durchgeführt. 
 
2. Ist die Größe des Läsionsgebietes durch die posttraumatische Gabe von Thalidomid 
und Rolipram reduzierbar?  
Die Größe des Läsionsgebietes der medikamentös behandelten Gruppen wurde anhand 
histologischer und immunhistochemischer Färbungen mit einer Kontrollgruppe vergli-
chen. 
 
3. Gibt es einen Anhalt für eine unterschiedliche Anzahl serotonerger Fasern distal der 
Läsion? 
Immunhistochemische Färbungen sollten aufzeigen, ob die medikamentöse Behand-
lung nach RMV einen Einfluss auf die Anzahl serotonerger Fasern distal der Läsion 
hat und somit für eine unterschiedliche Restitution motorischer Funktionen mitver-
antwortlich sein könnte. 
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4 Material und Methoden 
4.1 Versuchstiere 
In der vorliegenden Studie wurden männliche, 12 Wochen alte Lewis Ratten untersucht. Sie 
wurden in einem  12 : 12 Stunden Tag / Nacht-System gehalten (Hope farms, Woerden, Nie-
derlande) und hatten freien Zugang zu Wasser und Nahrung. Alle Experimente wurden durch 
die Ethikkommission der Universität Maastricht anerkannt und entsprachen den staatlichen 
Richtlinien. 
 
Insgesamt wurden 68 Tiere verwendet, die in 5 Gruppen eingeteilt wurden. Die erste Gruppe 
(n = 20) diente als Vergleichsgruppe. Diesen Ratten wurde nach der Verletzung eine Pufferlö-
sung (1% Methylcellulose, 0,1% Tween 80 ® in steriler Salzlösung) i.p. verabreicht. Der 
Gruppe 2 wurde nach der Kontusion Rolipram (3mg/kg i.p., n = 12) injiziert, der Gruppe 3 
Thalidomid (100mg/kg i.p., n = 12). Den Tieren der Gruppe 4 (n = 20) wurden beide Medi-
kamente in oben genannter Dosis auf gleiche Weise verabreicht. Gruppe 5 (n = 4) wurde nach 
der RMV nichts injiziert. Diese Ratten wurden außerdem bereits nach einer Stunde postopera-
tiv getötet. Ihr Rückenmark wurden für immunhistochemische Färbungen genutzt. Die Tiere 
der restlichen Gruppen wurden nach 6 Wochen getötet. 
 
Gruppe Injektion posttraumatisch Anzahl 
1 Vergleichsinjektion 
(1% Methylcellulose, 0,1% Tween 80 ® in 
steriler Salzlösung, i.p.) 
20 
2 Rolipram-Injektion (3mg/kg i.p.) 12 
3 Thalidomid- Injektion (100mg/kg i.p.) 12 
4 kombinierte Thalidomid/Rolipram-Injektion 
(100mg/kg und 3mg/kg  i.p.) 
20 
5 keine Injektion 4 
Tabelle 4: Aufteilung der Versuchstiere in fünf Gruppen 
 
4.2 Zufügung der Rückenmarksverletzung  
Die traumatische Rückenmarksverletzung wurde den Tieren nach dem Protokoll von G. 
Koopmans (Koopmans et al., 2005) mit einer Kontusionstechnik zugefügt. Anfänglich wur-
den alle Ratten mit einer Mixtur aus Isofluran und Luft anästhesiert (Einleitungsdosis: 4% 
Isofluran, Erhaltungsdosis: 1,8% Isofluran). Die dorsalen Rückenwirbel zwischen Th 9 und 
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Th 11 wurden durch Inzision der Haut freigelegt. Bei Th 10 wurde das Rückenmark ohne 
Verletzung der Dura mater durch Laminektomie dargestellt. Eine MASCIS-Wasserflasche 
(Gruner, 1992) wurde gefüllt, um eine 12,5gcm Kontusionsverletzung zu produzieren. An-
schließend erfolgte der Verschluss der Wunde durch chirurgische Nähte. Um den Blutverlust 
zu reduzieren erfolgte die subkutane Injektion von 5ml Salzlösung. Die Medikamente wurden 
in einer Suspension von 1% Methylcellulose und 0,1% Tween 80 ® in steriler Salzlösung 
aufgelöst und i.p. verabreicht. Die Harnblase der Ratten wurde in den ersten Tagen nach der 
OP zweimal täglich manuell entleert, bis die spontane Entleerung zurückkehrte. Dies geschah 
normalerweise innerhalb einer Woche. 
 
4.3 Perfusion der Tiere und Entnahme des Rückenmarks 
Nach einer Überlebenszeit von 6 Wochen (Gruppe 1 bis 4) bzw. 1 Stunde (Gruppe 5) wurde 
den Tieren eine Lösung von 4% Chloralhydrat in 0,1M PBS (pH 7,4) injiziert. Die Gabe einer 
letalen Dosis von Pentobarbital i.p. (75-100mg/kg) anästhesierte die Tiere. Anschließend wur-
de die Brusthöhle der Lewis Ratten eröffnet um Herz und Lunge freizulegen. Nach Eröffnung 
des rechten Ventrikels wurde dort eine 50ml Katheterspritze eingeführt, durch das Septum in 
den linken Ventrikel vorgeschoben und anschließend in der Aorta positioniert. Durch diesen 
Katheter spritzte man 400ml einer Lösung von eisgekühltem 4% PFA in 0,1M PBS und per-
fundierte die Tiere mit dieser Lösung für 20 bis 30 Minuten. Nach diesem Zeitraum wurde 
das Rückenmark der Tiere durch Durchtrennung der Muskeln und Wirbelkörper freigelegt 
und nach Abtrennung vom Hirnstamm durch Dekapitation entnommen.  
 
4.4 Verarbeitung des entnommenen Gewebes 
4.4.1 Fixierung, Lagerung und Gewebebezeichnung 
Das Gewebe wurde in 4% PFA für 16 Stunden fixiert und anschließend für mindestens zwei 
Wochen in 30% Saccharose in 0,1M PBS im Kühlraum bei 4°C gelagert. Für die Weiterver-
arbeitung wurde das Gewebe in drei Sektionen aufgeteilt (Abbildung 5). Die Sektion mit dem 
Läsionsgebiet wurde als Teil B bezeichnet, der Anteil kranial davon als A-Teil, der kaudale 
Anteil als C-Teil. 
 
Anschließend wurden alle Gewebeanteile in einer Gefriertruhe (Jewett -85°C, Fa. Caspar und 
Co.) bei -80°C eingefroren. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Gewebeaufteilung 
 
4.4.2 Schneiden und Auftragung auf die Objektträger 
Das tiefgefrorene Material wurde in einem Cryostat (Leica CM3050) bei -19 bis -21°C etwa 5 
Minuten angetaut, um das Material beim Schneiden zu schonen. Anschließend fertigte man 
30µm dicke Transversalschnitte an, die auf Super Frost Plus Objektträgern (Menzel-Gläser) 
aufgetragen wurden. Um auf einzelnen Objektträgern einen Überblick über einen größeren 
Gewebeabschnitt zu bekommen, wurden die fortlaufenden Schnitte konsekutiv auf 5 Objekt-
träger aufgetragen, so dass der Abstand zwischen benachbarten Gewebeschnitten auf einem 
Objektträger 300µm betrug. Anschließend wurde das geschnittene Gewebe auf den Objekt-
trägern zur weiteren Lagerung erneut bei -80°C eingefroren. 
 
4.5 Histologische Färbung des Gewebes 
4.5.1 Thionin 
Um die Zellen und die Läsion histologisch zu beurteilen wurde eine Färbung mit dem Thia-
zidfarbstoff Thionin angefertigt, der die Nissl-Substanz der Zellen anfärbt. Hiermit sollte die 
Ausdehnung der Rückenmarksverletzung und die generelle Zytoarchitektur aufgezeigt wer-
den.  
 
Dazu wurde jeder fünfte der eingefrorenen Objektträger für mindestens 24h luftgetrocknet 
und anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe (96%, 70%, 50%) jeweils 1 Minute und 
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anschließend in destilliertem Wasser für 5 Minuten gewässert. Dann wurden die Schnitte mit 
0,02% Thionin für 20 Minuten gefärbt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 
96%, 100%, 100%) jeweils 1 Minute entwässert. Zuletzt wurden die Schnitte für 2x5 Minuten 
in Xylol gegeben und zum Schluss mit Hilfe von DPX eingedeckelt. 
 
4.6 Immunhistochemische Färbung des Gewebes 
4.6.1 DAB - Färbung 
Mit DAB wurden Gewebeschnitte mit den Antikörpern gegen Serotonin, IL1 β und TNF α 
gefärbt. Für die Serotoninfärbung wurde Gewebe der Gruppen 1 bis 4 aus dem Rücken-
marksteil C verwendet. Bei der Immunhistochemie von IL1 β und TNF α färbte man Rü-
ckenmarksmaterial aus dem B-Teil der Gruppe 5. 
 
Das eingefrorene, geschnittene Gewebe wurde für die weitere Verarbeitung über Nacht im 
Wärmeschrank bei 37°C getrocknet. Als erster Schritt erfolgte eine Fixierung des Gewebes 
durch Gabe in 4% PFA für 5 Minuten. Anschließend wurden die Objektträger in 0,1M PBS-T 
für 3x5 Minuten gewaschen, wobei 1% Triton zur besseren Gewebspenetration zugegeben 
wurde. Als Nächstes erfolgte ein 10 minütiger Block der gewebeeigenen, endogenen Peroxi-
dase durch 0,3% H2O2 und 0,1% NaN3 in PBS-T mit anschließender 2x5 minütigen Wa-
schung in PBS-T. Um unspezifische Bindungen des Zweitantikörpers zu verhindern, erfolgte 
nun ein einstündiger Serumblock mit 1% BSA (Serva) und 3% Normalserum. Hierbei wurde 
bei der Serotoninfärbung Normalserum von der Ziege, bei IL1 β und TNF α von Kaninchen 
verwendet. Danach wurden die Schnitte mit den in 1% BSA und 3% Normalserum gelösten 
Erstantikörper inkubiert. Eingesetzt wurden Antikörper gegen Serotonin, IL1 β und TNF α 
(Tabelle 5). Der Erstantikörper wurde bei Raumtemperatur (IL1 β und TNF α) bzw. bei 4°C 
(Serotonin) über Nacht eingesetzt. 
 
Am nächsten Tag erfolgte eine Inkubation mit dem biotin-konjugierten Zweitantikörper für 
eine Stunde bei Raumtemperatur. Für den im Kaninchen entwickelten Serotonin-Antikörper 
wurde ein biotinylierter Ziege-gegen-Kaninchen AK (Vector, IgG) in einer Konzentration von 
1 : 1000 benutzt, während für die in der Ziege entwickelten Erstantikörper (IL1 β, TNF α) ein 
biotinylierter Kaninchen-gegen-Ziege AK (Vector, IgG) mit der Konzentration 1 : 2000 zur 
Verfügung stand. Nun erfolgte eine einstündige Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Komplex 
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(Vectastain, ABC KIT, Elite, Vector), woraufhin die Schnitte mittels 0,05 % DAB (Sigma) 
und 0,003 % H2O2 für ca. 5 Minuten entwickelt wurden. Nach der Inkubation mit dem Erstan-
tikörper fand zwischen allen beschriebenen Schritten jeweils eine 2x5 minütige Waschung 
mit 0,1M PBS-Puffer statt. Die Objektträger mit dem Gewebe wurden zuletzt in einer aufstei-
genden Alkoholreihe (50%, 70%, 96%, 100%, 100%) entwässert, in Xylol gegeben und mit 
Hilfe von DPX eingedeckelt. Bei den Negativkontrollen wurde statt des Erstantikörpers eine 
Lösung aus 1% BSA und 3% Normalserum in PBS-T verwendet. 
 
4.6.2 Immunfluoreszenz 
Als Gewebe für die Immunfluoreszenz dienten die eingefrorenen Schnitte der Rückenmark-
Sektion B aus den Gruppen 1 und 4.  
 
Diese Objektträger mit den Rückenmarksschnitten wurden über Nacht im Wärmeschrank bei 
37°C getrocknet. Als erstes erfolgte eine Vorbehandlung, indem das Rückenmarksgewebe 20 
Minuten bei 4°C in einer Lösung aus 95% Ethanol mit 5% Essigsäure und danach 2 Minuten 
in 70% Ethanol behandelt wurden. Danach erfolgte die Spülung mit destilliertem Wasser. 
Anschließend wurden die Rückenmarksschnitte 2x5 Minuten in PBS gewaschen. Eine 30 mi-
nütige Inkubation mit 0,3% H2O2 in 0,1M PBS diente dazu die endogene Peroxidase zu blo-
cken. Nach einer weiteren 2x5 minütigen Waschung in PBS, erfolgte eine 20 minütige Inku-
bation mit 10 % Milchpulver in 0,1M PBS-Puffer, um die unspezifische Bindung des ver-
wendeten Zweitantikörpers zu minimieren. Im nächsten Schritt wurden die beiden Erstanti-
körper gegen MBP und NF in ABD (1% BSA in 0,1M PBS) mit 3% Ziegen-Normalserum 
und 0,1% Triton bei 4°C über Nacht inkubiert. Es wurden Erstantikörper gegen MBP und 
NF200 (Klon N52) benutzt (Tabelle 5). 
 
Nach dieser Inkubationszeit wurden die Schnitte 2x5 Minuten mit PBS gewaschen. Als 
Nächstes erfolgte eine 2,5 stündige Inkubation mit dem fluoreszierenden Zweitantikörper (1 : 
500 in ABD). Hierfür wurde zum Einen ein Ziege-gegen-Kaninchen (Alexa Fluor IgG 488), 
zum Anderen ein Ziege-gegen-Maus Antikörper (Alexa Fluor IgG 594) verwendet. Nach er-
neutem Waschen für 2x5 Minuten in PBS erfolgte eine 5 minütige Färbung mit Dapi in einer 
Verdünnung von 1 : 1000 in PBS. Dieser Fluoreszenzfarbstoff markiert durch Bindung an die 
DNA den Zellkern. Nach einem weiteren Waschvorgang mit PBS von 2x5 Minuten wurden 
die Schnitte mit Fluorprep media (Bio Nervieux) eingedeckelt. Bei der Negativkontrolle wur-
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de statt der Erstantikörper mit einer Lösung aus 3% Ziegen-Normalserum und 0,1% Triton in 
ABD inkubiert. 
 
Alle gefärbten Gewebeschnitte (Immunfluoreszenz und DAB - Färbung) wurden mit einem 
Zeiss Axioplan Fluoreszenzmikroskop bzw. einem Zeiss Axioplan Mikroskop mit ange-
schlossenen Zeiss AxioVision CCD-Kamera angeschaut und analysiert. Die Fotografien wur-
den mit der Zeiss AxioVision 3.1 Software verarbeitet und gespeichert. Die Bildbearbeitung 
erfolgte mit der Adobe Photoshop 8.0.1 Software. 
 
4.7 Verwendete Antikörper 
 Antikörper Hersteller Verdünnung 
monoklonale Antikörper NF 200 Klon N52, SIGMA  1 : 1000 
TNF α R&D  1 : 1000 
IL1 β R&D  1 : 1000 
Serotonin SIGMA  1 : 300.000 
polyklonale Antikörper 
MBP Chemicon  1 : 300 
Tabelle 5: Antikörper für Immunhistologie und -fluoreszenz 
 
4.8 Ausmessung der Läsionsgröße 
4.8.1 Histologische Bewertung des Läsionsepizentrums und der er-
haltenen weißen Substanz 
Die Thionin - gefärbten Transversalschnitte überbrückten den gesamten rostrokaudalen Anteil 
des Läsionszentrums (pro Gruppe: n > 8). Sie wurden an einem Arbeitsplatz untersucht, be-
stehend aus einem Lichtmikroskop (Olympus BX51; Olympus, Tokyo, Japan), Olympus 
UplanApo Objektiven (4x und 20x), einem motorisierten Objekttischchen für automatische 
Durchmusterung und einer stereologischen Software (Stereo investigator, MicroBrightField, 
Williston, VT, USA). 
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Abbildung 6: Messung der Läsionsgröße durch Umfahren des Läsionsgebietes und des gesamten 
Rückenmarks 
 
Bei jedem Schnitt wurde das gesamte Rückenmark, sowie das zerstörte Gewebe umfahren 
und gemessen (Abbildung 6). Dies geschah an dem zuvor beschriebenen Arbeitsplatz. Danach 
wurde der Anteil des erhaltenen Gewebes prozentual berechnet. Als Epizentrum der Läsion 
wurde der Rückenmarksschnitt mit dem geringsten Anteil an erhalten gebliebenem Gewebe 
betrachtet. Diese Schnitte wurden später für die Analyse der erhaltenen weißen Substanz be-
nutzt. 
 
Neben der Läsions- und der Rückenmarksfläche wurden auch Zysten in der weißen Substanz 
gemessen und berechnet. Zuletzt wurde die erhaltene weiße Substanz (spared white matter, 
SWM) durch die Subtraktion der Läsions- und Zystenfläche von der Gesamtrückenmarksflä-
che berechnet. 
4.9 Histologische Bewertung des Serotonin gefärbten Gewebes 
Zur Bewertung des Serotonin gefärbten Gewebes wurde der prozentuale Anteil der serotoner-
gen Bahnen im oberen Anteil des Vorderhorns ermittelt. Hierfür wurde mit einem 10x Ver-
größerungsobjektiv von jeweils 10 Schnitten jedes Rückenmarks der Gruppe 1 und 4 eine 
Übersichtsaufnahme angefertigt. Diese wurde dann mit der ImageJ 1.36 Software (Wayne 
Rasband, Freeware) untersucht. Dafür wurde das Gebiet des Vorderhorns umfahren, in dem 
ein spezifisches Signal für Serotonin vorhanden war. Nachdem die Kontraste verschärft wor-
den waren (Abbildung 7A) wurden alle spezifisch angefärbten Strukturen markiert und der 
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prozentuale Anteil des markierten Anteils berechnet (Abbildung 7B). Aus allen 10 gemesse-
nen Schnitten je Rückenmark wurde dann mit Hilfe der MS Excel 2003 Software der Mittel-
wert ermittelt. 
 
         
Abbildung 7: Messung des Serotonin positiv markierten Gebietes durch Umfahren dieses Gebietes 
im Bereich des Vorderhorns (A) und Markierung der serotonergen Bahnen (B). 
4.10 Histologische Bewertung des MBP / NF gefärbten Gewebes 
Um quantitative Daten des prozentualen Anteils der myelinisierten Fasern des gesamten Vor-
derstrangs zu erhalten, wurden die Neurofilament-Fluoreszenzgefärbten Objektträger aus den 
Gruppen 1 und 4 mit der größten Läsionsausdehnung ermittelt. Diese wurden mit einem 10x 
Vergrößerungsobjektiv mit dem Zeiss Fluoreszenzmikroskop untersucht und fotografiert. Um 
zu gewährleisten, dass die Voraussetzungen für jedes Bild übereinstimmen, wurde die Fissura 
ventralis als seitlicher Bildrand gewählt. 
 
Die Messung des NFmarkierten Gewebes geschah mit Hilfe der ImageJ 1.36 Software (Way-
ne Rasband, Freeware). Dazu wurde anfangs das noch intakte Gewebe umfahren und ausge-
messen (Abbildung 8). Anschließend erfolgte die Messung des gesamten auf dem Foto abge-
bildeten Rückenmarks. Mit Hilfe der MS Excel 2003-Software wurde nun der prozentuale 
Anteil des Vorderhorns mit myelinisierten Fasern zum gesamten Vorderhorn berechnet. 
 
Für die Messung der myelinisierten Axone wurde primär die Färbung mit NF genutzt. Die  
MBP - Färbung diente dazu, die Myelinisierung und somit die Funktionstüchtigkeit der Axo-
ne zur verifizieren. 
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Abbildung 8: Ermittlung des prozentualen Anteils des markierten Gewebes am Vorderhorns 
 
4.11 Statistik 
Alle Daten wurden mit der SPSS Statistik Software analysiert. Eine ein-faktorielle Abwei-
chungsanalyse (ANOVA) wurde für die Analyse der Größe des Läsionsgebietes genutzt. In 
allen parametrischen Analysen wurde der Bonferroni Mehrfachtest genutzt, um die statisti-
sche Differenz der Gruppen voneinander zu bestimmen. Für die Bewertung des Verteilungs-
musters von MBP/NF wurde der Student-t-test verwendet. Der Serotoninversuch wurde mit 
dem Kruskal-Wallis Test und dem Mann-Whitney Test untersucht.  
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5 Ergebnisse 
5.1 Morphologische Darstellung  
5.1.1 Das normale thorakale Rückenmark der Ratte 
In der histologischen Übersichtsfärbung von nicht-läsioniertem Rückenmarksgewebe mit Thi-
onin erkannte man ein vollkommen normal konfiguriertes Rattenrückenmark (Abbildung 9A). 
Man konnte deutlich die zentral gelegene graue von der peripheren weißen Substanz unter-
scheiden. Auch die unterschiedlichen Zelltypen waren morphologisch voneinander abgrenz-
bar, neben den im Vorderhorn gelegenen prominenten, polygonalen α–Motoneuronen konnte 
man in der grauen Substanz auch kleinere Neurone erkennen (Abbildung 9B). 
5.1.2 Das läsionierte thorakale Rückenmark der Ratte 
Durch Färbung von läsioniertem Gewebe der Gruppe 5 war zu erkennen, dass eine Stunde 
postläsional wohl noch kein Sekundärschaden vorhanden ist (Abbildung 9F). In Längsschnit-
ten konnte man hier deutlich den abrupten Übergang zwischen läsioniertem und angrenzen-
dem intakten Gewebe unterscheiden. Die mit DAB markierten Blutreste waren noch deutlich 
zu erkennen. Zysten waren nicht auffindbar und auch das Läsionsgebiet war überschaubar 
klein. 
 
Nach 6 Wochen Überlebenszeit postläsional konnte man dagegen davon ausgehen, dass Se-
kundärschäden statt gefunden haben. In Transversalschnitten des mit Thionin gefärbten Ge-
webes sah man im Läsionsgebiet ein destruiertes, geschwollenes Rückenmark (Abbildung 
9C-D). Es konnte hier nicht mehr zwischen weißer und grauer Substanz unterschieden wer-
den. Vor allem der dorsale Funikulus und die graue Substanz waren zerstört. Unversehrtes 
Gewebe erschien am ehesten in den dorsolateralen, lateralen, ventrolateralen und ventralen 
Abschnitten der weißen Substanz erhalten. Der Zentralkanal war entweder verlegt und verän-
dert (Abbildung 9C) oder nicht mehr auffindbar (Abbildung 9D-E). α–Motoneurone und an-
dere Zelltypen der grauen Substanz ließen sich nicht mehr erkennen. Besonders prominent 
muteten flüssigkeitsgefüllte Hohlräume an, die in unterschiedlichen Konformationen vorla-
gen. Nahe dem Läsionszentrum fand man bei den verschiedenen Tieren sowohl Rücken-
marksschnitte mit einzelnen große Zysten (Abbildung 9E), als auch solche mit mehrkammri-
gen kleineren Zysten (Abbildung 9D). In den Abschnitten mit größerem Abstand zum Läsi-
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onzentrum waren die Hohlräume häufig kleiner und das Rückenmark weniger geschwollen 
(Abbildung 9C).  
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Abbildung 9: Das thorakale Rückenmark der Ratte. 
(A) Querschnitt eines normal konfigurierten Rückenmarks der Ratte mit deutlich erkennbarer zentral 
gelegener grauer und peripherer weißer Substanz. (B) Darstellung der verschiedenen Zellpopulationen im 
gesunden Rattenrückenmark. (C-E) Thionin – Färbung von Querschnitten von läsioniertem Rattenrü-
ckenmark nahe (D,E) und mit größerem Abstand (C) zum Läsionsepizentrum. Einzelne Zelltypen lassen 
sich hier häufig nicht mehr unterscheiden. (F) Thionin gefärbter Längsschnitt eines Rückenmarks 1 
Stunde postläsional 
B A 
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5.2 Expression der proinflammatorischen Zytokine IL1 β und TNF 
α vor und nach RMV bei der Ratte 
5.2.1 Histologisches Verteilungsmuster von TNF und IL1 vor Läsio-
nierung des Rückenmarks 
Hier wurde das Rückenmark von zwei Lewis Ratten ohne Rückenmarksverletzung zur Be-
schreibung der Normalverteilung der immunhistochemischen Marker genutzt. Färbungen mit 
IL1 β und TNF α wiesen in Normalgewebe ein rein zelluläres Verteilungsmuster auf und 
zeigten insgesamt eine generell niedrigere IR.  
 
Das histologische Verteilungsmuster von IL1 β und TNF α wurde angefärbt, um ergänzend 
zur läsionsinduzierten Erhöhung die genaue Zellverteilung der Zytokinlevel zu demonstrieren. 
Als Nachweisverfahren und zur Quantifizierung von IL1 β und TNF α eine Stunde nach der 
Verletzung wurde ein ELISA verwendet. Diese Ergebnisse werden jedoch in der vorliegenden 
Arbeit nicht präsentiert, da sie von den Kollegen an der Universität von Maastricht durchge-
führt wurden. 
 
Bei der Färbung mit dem IL1 β – Antikörper ließen sich in der grauen Substanz keine spezi-
fisch angefärbten Zellen erkennen (Abbildung 10A-B). In der weißen Substanz waren mittel-
große, runde bis längliche Zellen schwach angefärbt, von denen mehrere lange Fortsätze ab-
gingen (Abbildung 10C-D). Morphologisch handelte es sich hierbei um Astrozyten. 
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Abbildung 10: Normales Verteilungsmuster von IL1 β. 
 (A-D) IL1 β – Färbung von gesundem Rattenrückenmark. (A,B) In der grauen Substanz der Normalrü-
ckenmarks zeigen sich keine IL1 β - positiven Zellen. (C,D) Mittelgroße, runde bis längliche Astrozyten 
wurden in der weißen Substanz angefärbt. 
 
Auch bei der TNF α – Färbung wurden nur wenige Zellen markiert. In der grauen Substanz 
ließen sich auch hier keine spezifisch gefärbten Zellen erkennen (Abbildung 11A-B). In der 
weißen Substanz erkannte man eine Population schwach positiver kleiner, runder Zellen mit 
nur wenigen Fortsätzen und einem inhomogenen Verteilungsmuster in der weißen Substanz. 
Hierbei handelt es sich nach Morphologie und Vorkommen um Oligodendrozyten (Abbildung 
11C-D). 
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Abbildung 11: Normales Verteilungsmuster von TNF α. 
(A-D) TNF α – Färbung von gesundem Rattenrückenmark (A,B) In der grauen Substanz ließen sich in 
der TNF α – Färbung keine spezifisch gefärbten Zellen erkennen. (C,D) Das zelluläre Verteilungsmuster 
zeigt in der weißen Substanz angefärbte Oligodendrozyten. 
 
Die Negativkontrollen der TNF α und IL1 β - Färbungen zeigten keine spezifisch angefärbten 
Zellen. Der unspezifisch angefärbte Hintergrund war dagegen relativ hoch (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Negativkontrolle von IL1 β und TNF α 
 
5.2.2 Histologisches Verteilungsmuster von TNF α und IL1 β nach Lä-
sionierung des Rückenmarks 
Gefärbt wurden Rückenmarksschnitte des Läsionsgebietes von verletzten Tieren ohne Injekti-
on von Medikamenten (Gruppe 5 – Teil B). Diese Tiere wurden eine Stunde nach Läsionie-
rung getötet. Zu diesem frühen Zeitpunkt war neben den Stellen, die durch den direkten Kon-
tusionsmechanismus zerstört wurde, die Zellstruktur des Rückenmarks weitgehend erhalten 
geblieben. Insgesamt zeigten Antikörper gegen TNF α und IL1 β ein rein zelluläres Vertei-
lungsmuster mit hoher Immunreaktivität. Es wurden Zellen unterschiedlicher Morphologie 
angefärbt. 
 
Spezifisch markiert wurden bei der Färbung mit IL1 β - Antikörpern vor allem Zellen im 
ventralen und lateralen Funiculus der weißen Substanz, vereinzelt auch im Vorderhorn der 
grauen Substanz (Abbildung 13A). In den ventralen und lateralen Abschnitten der weißen 
Substanz wurden homogen verteilte, mittelgroße, längliche Zellen positiv markiert, von denen 
mehrere lange Fortsätze abgingen. Hierbei handelte es sich morphologisch um Astrozyten. 
Zwischen diesen Zellen befanden sich auch kleine, runde Zellen, bei denen es sich dem Aus-
sehen nach um Oligodendrozyten handelte (Abbildung 13B-D). Im Ventralhorn wurden eini-
ge große, polygonale Zellen, mit einem prominenten Zellkern und einer niedrigen IR ange-
färbt, von deren Zellkörper Dendriten abgingen (Abbildung 13E-F). Diese markierten Zellen 
waren im gesamten Ventralhorn inhomogen verteilt und entsprachen morphologisch α–
Motoneuronen. 
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Abbildung 13: Verteilungsmuster von IL1 β nach Läsionierung des Rückenmarks. 
(A-F) IL1 β -Färbung von läsioniertem Rattenrückenmark. (A) Die Übersichtsaufnahme lässt die spezi-
fisch markierten Zellen im ventralen und lateralen Funiculus der weißen Substanz und vereinzelt auch im 
Vorder- bzw. Ventralhorn der grauen Substanz des Rückenmarks erkennen. (B,C) zeigt Zellen in der 
weißen Substanz, die morphologisch an Astrozyten und Oligodendrozyten erinnern. (D) Markierte Oligo-
dendrozyten in der weißen Substanz. (E,F) Im gesamten Ventralhorn sind inhomogen α–Motoneuronen 
verteilt. 
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Der TNF α – Antikörper färbte sowohl Zellen im Vorderhorn der grauen Substanz, wie auch 
Zellen der weißen Substanz mit einer starken IR an. Im Ventralhorn wurden Neurone markiert 
(Abbildung 14A-D). In der weißen Substanz ließen sich Zellen vor allem in den ventralen und 
lateralen, vereinzelt auch im dorsalen Anteil des Rückenmarks nachweisen. Sie präsentierten 
sich als Zellen mit kleinen, runden Perykarien und wenigen Fortsätzen, die inhomogen verteilt 
waren und bei denen es sich morphologisch um Oligodendrozyten handelt (Abbildung 14B-
C). 
 
         
 
         
Abbildung 14: Verteilungsmuster von TNF α nach Läsionierung des Rückenmarks. 
(A-D) TNF α - Färbung von läsioniertem Rattenrückenmark. (B,C) In der weißen Substanz lassen sich  
Oligodendrozyten und teilweise kleine Neurone erkennen. (A, D) zeigen gefärbte Neurone der grauen 
Substanz, diese sind vor allem im Ventralhorn gelegen. 
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5.3 Größe des Läsionsgebietes vor und nach therapeutischer In-
tervention 
Nach Akutbehandlung mit Rolipram und Thalidomid wurde die erhalten gebliebene weiße 
Substanz abschnittsweise analysiert. Dies geschah mit den Thionin gefärbten Rückenmarks-
schnitten (Gruppe 1-4, Abschnitt B). Das erhaltene Gewebe umspannte den gesamten rostro-
kaudalen Anteil des Läsionszetrums. Um das Epizentrum der Läsionsgebiete zu lokalisieren 
wurde dieses erhaltene Gewebe der einzelnen Rückenmarksschnitte gemessen. Der Gewebs-
schnitt mit dem kleinsten Anteil unversehrter weißer Substanz, wurde als Läsionsepizentrum 
definiert. Anschließend wurden die quantitativen Größen der erhaltenen weißen Substanz ver-
glichen. 
 
Die Thionin gefärbten Schnitte des Läsionsepizentrums offenbarten, dass eine mäßige Kontu-
sionsverletzung eine vollständige Destruktion des dorsalen Funikulus und der spinalen grauen 
Substanz verursacht. Auch der Zentralkanal war verlegt oder gar nicht mehr auffindbar. Nach 
42 tägiger Überlebenszeit bestand die Läsionsstelle größtenteils aus einer dichten Population 
runder, phagozytierender Makrophagen, die in und um eine Reihe flüssigkeitsgefüllter Hohl-
räume lokalisiert waren. 
 
Der Gebrauch eines Hochleistungsobjektives während der morphometrischen Quantifikation 
gestattete eine genaue Darstellung sowohl der klein- bis mittelgroßen Hohlräume in der wei-
ßen Substanz, als auch der Gebiete, die untergegangen waren und durch phagozytierende 
Makrophagen infiltriert wurden. Diese Bereiche wurden nicht in die Berechnung der erhalten 
gebliebenen weißen Substanz mit aufgenommen. Unversehrtes Gewebe erschien besonders 
prominent in den dorsolateralen, lateralen, ventrolateralen und ventralen Abschnitten der wei-
ßen Substanz (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Graphische Darstellung des prozentual zerstörten Gewebes zur Distanz vom Läsion-
sepizentrum 
Um das Epizentrum der Läsionsgebiete zu lokalisieren wurde dieses erhaltene Gewebe der einzelnen Rü-
ckenmarksschnitte analysiert. Der Gewebsschnitt, der am wenigsten erhalten gebliebene weiße Substanz 
enthielt, wurde als Läsionsepizentrum definiert und anschließend genauer für die Größe der unversehrten 
weißen Substanz analysiert. Alle Größen sind dargestellt in Mittelwert ± SEM (Standardfehler) (Mit 
freundlicher Genehmigung von Guido Koopmans (Koopmans, 2006)) 
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Abbildung 16: Verteilung der erhaltenen weißen Substanz im Läsionsepizentrum 
 
 (A, C)  Zwei Beispiele ( (A) kombinierte Gabe von Rolipram und Thalidomid und (C) Vergleichsinjekti-
on) für Thionin gefärbte Schnitte des Läsionsepizentrums, das die gesamte Zerstörung des dorsalen Funi-
kulus und der grauen Substanz des Rückenmarks zeigt. Das Läsionsgebiet besteht größtenteils aus einer 
dichten Population von runden, phagozytierenden Makrophagen, die in und um eine Reihe flüssigkeitsge-
füllter Hohlräume lokalisiert sind. (B,D) Zeigt die korrespondierende Skizze des zerstörten Läsionsgebie-
tes, die erhaltene weiße Substanz und die klein- bis mittelgroßen Hohlräume. Die weiße Substanz ist be-
sonders in den dorsolateralen, lateralen, ventrolateralen und ventralen Bereichen erhalten. Offensichtlich 
ist die unversehrte weiße Substanz im Schnitt A größer verglichen mit Schnitt C. (Mit freundlicher Ge-
nehmigung von Guido Koopmans (Koopmans, 2006)) 
 
Quantifikationen der gesamten erhaltenen weißen Substanz am Läsionsepizentrum zeigten 
eine deutlich signifikanten Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen [F3,35=7,1, 
p<0,001]. Post-hoc Mehrfachvergleiche offenbarten, dass der größte Anteil der unversehrten 
weißen Substanz in der mit Rolipram/Thalidomid behandelten Gruppe (Gruppe 4) zu finden 
war, wohingegen der kleinste Anteil erhaltener weißer Substanz bei den Tieren der Ver-
gleichsgruppe gefunden wurde (Abbildung 17). 
 
D 
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Abbildung 17: Graphischer Vergleich der vier Versuchsgruppen in Bezug auf die Größe der erhal-
tenen weißen Substanz 
Der Vergleich aller Gruppen innerhalb des Läsionsepizentrums offenbart, dass bei den mit Ro-
lipram/Thalidomid behandelten Tieren die unversehrte Substanz (SWM) signifikant größer ist als die mit 
Vergleichsinjektion und Rolipram behandelten Tiere. Alle Größen sind dargestellt in Mittelwert ± SEM 
(Standardfehler),  * p < 0,05, ** p < 0,01. (Mit freundlicher Genehmigung von Guido Koopmans 
(Koopmans, 2006)) 
 
 
5.4 Anzahl myelinisierter Fasern im Vorderhorn des Rückenmarks 
5.4.1 Histologisches Verteilungsmuster von MBP und NF vor Läsio-
nierung des Rückenmarks der Ratte 
Für diese immunhistochemische Färbung wurde das Rückenmark von zwei Lewis Ratten oh-
ne Rückenmarksverletzung zur Beschreibung der Normalverteilung genutzt.  
 
Bezüglich der NF-Immunreaktivität ließ sich ein sehr homogenes Muster der axonalen Fär-
bung im Rückenmarksgewebe nachweisen. Grün fluoreszierendes Gewebe zeigte die Vertei-
lung von NF im Rückenmark der Ratte. Rot wurden dagegen die Myelinscheiden von Neuro-
nen durch MBP eingefärbt. Auch die Markierung der Myelinscheiden durch MBP zeigte ein 
gleichmäßiges Muster (Abbildung 18A). Die in den Transversalschnitten zu erkennende, 
punktuelle senkrechte Anfärbung in der weißen Substanz entsprach dem bekannten Verlauf 
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der hierin befindlichen Neuriten der aszendierenden und deszendierenden Bahnen (Abbildung 
18C). Auch in der grauen Substanz waren eher punktförmige, senkrechte Axone zu erkennen 
(Abbildung 18B). 
 
         
 
 
Abbildung 18: Normales Verteilungsmuster von MBP und NF. 
(A-C) Fluoreszenzfärbung mit MBP (rot) und NF (grün) von gesundem Rattenrückenmark. (A) zeigt eine 
Übersicht des sehr homogenen Verteilungsmuster der Axone und des Myelins. (B) In der grauen Substanz 
sind gut die Myelinscheiden und die Axone der Neurone zu erkennen. (C) Zeigt die punktuelle senkrechte 
Anfärbung in der weißen Substanz, die dem bekannten Verlauf der hierin befindlichen Neuriten der as-
zendierenden und deszendierenden Bahnen entspricht. 
 
 
5.4.2 Histologisches Verteilungsmuster von MBP und NF nach Läsio-
nierung des Rückenmarks 
Für die Färbung mit den Immunfluoreszenzfarbstoffen MBP und NF wurden Rückenmarks-
schnitte verwendet, die möglichst nahe dem Läsionsepizentrum gelegen waren (Gruppe 1 und 
A B 
C 
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4, Teil B). Sie dienten der besseren morphologischen Beurteilung und der Vitalitätsbeurtei-
lung der Zellen des Läsionsgebietes. Hier wurde im Gegensatz zum Normalgewebe MBP 
grün markiert, das rot fluoreszierende Gewebe enthält NF. 
 
In der Übersichtsaufnahme war zu sehen, dass sich die Normalstruktur, der Zellen die in den 
Randgebieten noch zu erkennen war, zum Läsionsgebiet hin auflockerte. Die Axone der wei-
ßen Substanz erschienen geschwollen und man konnte irregulär große Axone erkennen. Es 
fanden sich deutliche visuelle Unterschiede in der Ausdehnung des destruierten Gebietes. So 
fand man sowohl gut erhaltene Rückenmarke (Abbildung 19A), wie schwer geschädigte Rü-
ckenmarke (Abbildung 19B). In dieser Auflockerungszone im Läsionsgebiet waren in den 
lateral gelegenen Gebieten noch intakte Zellen zu finden, mittig dagegen nur noch bereits 
destruierte und untergehende Axone zu erkennen (Abbildung 19C). Im Läsionszentrum fand 
man irreguläre Strukturen, die nicht mehr an Axone erinnern und noch nicht abgeräumten 
Müll entsprachen (Abbildung 19D). 
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Abbildung 19: Verteilungsmuster von MBP und NF nach Läsionierung des Rückenmarks. 
(A-D) Fluoreszenzfärbung mit MBP (grün) und NF (rot) nach Läsionierung des Rattenrückenmarks. (A, 
B) In der Übersichtsaufnahme lassen sich in den Randgebieten noch eine Normalstruktur der Axone und 
des Myelins nachweisen, diese lockert sich zum Läsionsgebiet hin auf. (C) zeigt die Auflockerungszone mit 
lateral gelegenen Gebieten intakter Zellen und mittig gelegenen destruierten und untergehenden Axonen. 
(D) Läsionszentrum mit völlig destruierten Zellen. 
 
5.4.3 Statistische Ergebnisse 
Um die Anzahl der erhaltenen myelinisierten Fasern und folglich auch die erhaltene weiße 
Substanz im Vorderstrang zu quantifizieren, wurde der prozentuale Gehalt an Neurofilament 
200 (NF) in diesem Bereich bestimmt. Dies sollte auch als Anhalt dafür dienen, wie groß die 
funktionsfähigen Flächen im Gegensatz zum destruierten Gewebe sind. Dafür wurde das NF 
in Gewebeschnitte, die in unmittelbarer Nähe des Läsionsepizentrums lagen, mit Immunfluo-
reszenz–Antikörpern markiert. Das Läsionsepizentrum wurde wiederum als Gewebeschnitt 
mit der am wenigsten erhalten gebliebenen weißen Substanz definiert. Auch in der NF-
B A 
D C 
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Färbung war erkennbar, dass bei einer mäßigen Kontusionsverletzung vor allem die dorsalen 
Anteile und die graue Substanz des Rückenmarks zerstört wurden. Die erhalten gebliebenen 
Neurone befanden sich vor allem in den kaudalen Anteilen. Deshalb wurde für die Quantifi-
zierung der myelinisierten Fasern der Vorderstrang (Funikulus anterior) gewählt. Das mor-
phologisch erhalten gebliebene Gewebe wurde analysiert. Definiert wurde es als normal kon-
figurierte NF Struktur mit gleichmäßigem Muster und punktueller senkrechter Anfärbung der 
hier befindlichen Neuriten. 
 
Durch den Gebrauch eines Hochleistungsobjektives während der morphometrischen Quantifi-
kation konnte man eine hohe Auflösung und Vergrößerung des Vorderstrangs erreichen. Be-
reiche mit geschwollenen, zerstörten und morphologisch veränderten Neuriten wurden nicht 
in die Berechnung der myelinisierten Fasern mit aufgenommen (Abbildung 20). 
 
 
Abbildung 20: Markierung des erhaltenen Gewebes mit NF 
Das morphologisch erhaltende Gewebe wurde hier analysiert. Man sieht innerhalb der gelben Markie-
rung eine normal konfigurierte NF Struktur mit gleichmäßigem Verteilungsmuster und punktueller senk-
rechter Anfärbung der hier befindlichen Neuriten. 
 
Die Quantifikation der myelinisierten Fasern im Vorderstrang des Rattenrückenmarks zeigte 
einen signifikanten Unterschied zwischen der Behandlungsgruppe, die akut mit Ro-
lipram/Thalidomid behandelt wurden und jener mit Vergleichsinjektion [F  = 1,077, p<0,05, 
Abbildung 21]. 
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Abbildung 21: Graphischer Vergleich der Anzahl myelinisierter Fasern in unmittelbarer Nähe des 
Läsionsepizentrums 
Der Vergleich der myelinisierten Fasern in unmittelbarer Nähe des Läsionsepizentrums offenbart, dass 
bei den mit Rolipram und Thalidomid behandelten Tieren die Anzahl der erhalten gebliebenen Fasern 
signifikant größer war, als die mit Vergleichsinjektion behandelten Tiere. Alle Größen sind dargestellt in 
Mittelwert ± SEM (Standartfehler), * p < 0.05. 
 
5.5 Spinale Verteilung serotonerger Fasern im Rückenmark der 
Ratte 
5.5.1 Serotonin 
Zur Beschreibung der Normalverteilung bei dieser immunhistochemische Färbung wurde das 
Rückenmark von zwei Lewis Ratten ohne Rückenmarksverletzung genutzt.  
 
Die Färbung mit einem Serotonin – Antikörper im Normalgewebe zeigte spezifische Immun-
reaktivität (IR) an abgrenzbaren Stellen der grauen Substanz des Rückenmarks, insbesondere 
im spinalen Vorder- und Seitenhorn, sowie um den Zentralkanal (Abbildung 22A). Die dich-
teste Färbung befand sich im Vorderhorn und war vor allem um α-Motoneurone lokalisiert. 
Es handelte sich um serotonerge Fasern und ihre Nervenendigungen (Abbildung 22B-C). 
Morphologisch ähnlich aussehende Fasern und Nervenendigungen wurden im lateralen Anteil 
der grauen Substanz positiv angefärbt, wo sich die Neurone des sympathischen Nervensys-
tems befindet. Diese Fasern setzten sich teilweise in die weiße Substanz fort (Abbildung 
22D). Hier präsentierte sich, genau wie in der Region um den Zentralkanal eine mittlere Fär-
beintensität. Zudem war die Ausdehnung des immunreaktiven Gebietes im Seitenhorn klein 
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im Verhältnis zum angefärbten Gebiet im Ventralhorn. Einzelne, schwach positive Fasern 
konnten auch im Hinterhorn detektiert werden (Abbildung 22E). 
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Abbildung 22: Normales Verteilungsmuster von Serotonin. 
(A-E) Serotonin – Färbung von gesundem Rattenrückenmark. (A) Übersicht über die graue Substanz des 
gesunden Rattenrückenmarks. Man erkennt positive Zellen im spinalen Vorder- und Seitenhorn, sowie 
um den Zentralkanal. (B,C) Im Vorderhorn sind die Nervenendigungen und Fasern vor allem um α-
Motoneurone lokalisiert. (D) Das Seitenhorn des Rückenmarks zeigt Fasern, die sich in die weiße Sub-
stanz fortsetzen. (E) Einzelne serotonerge Fasern konnten auch im Hinterhorn der grauen Substanz de-
tektiert werden. 
B A 
D C 
E 
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5.5.2 Histologisches Verteilungsmuster von Serotonin nach Läsionie-
rung des Rückenmarks 
Für die Darstellung der Serotonin–positiven Nervenfasern wurden Rückenmarksschnitte ver-
wendet, die kaudal des Läsionsgebietes lagen (Teil C). Spezifische Färbesignale befanden 
sich im Ventral- und Seitenhorn und in der Region um den Zentralkanal (Abbildung 23A). 
Das Vorderhorn wies eine mittelstarke Immunreaktivität auf. Erkennbar waren hier abgrenz-
bare Anteile, die vor allem um α–Motoneurone gelegen waren (Abbildung 23B-C). Spezifi-
sche Zellreihen waren dagegen nicht markiert. Eine gut abgrenzbare, kleine Anzahl von Fa-
sern befand sich zusätzlich im Seitenhorn des Rückenmarkanteils. Diese wiesen Fasertrakte 
auf, die sich in die weiße Substanz fortsetzten (Abbildung 23D).  
 
Zu erkennen war, dass im Vergleich zum Normalgewebe im Ventralhorn eher weniger Fasern 
angefärbt wurden. Im Seitenhorn und um den Zentralkanal ließ sich dagegen visuell kein Un-
terschied feststellen. 
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Abbildung 23: Verteilungsmuster von Serotonin nach Läsionierung des Rückenmarks. 
(A-D) Serotonin-Färbung von läsioniertem Ratten-RM. (A) Die Übersichtsaufnahme zeigt, dass sich posi-
tiv markierte Stellen im Ventral- und Seitenhorn und in der Region um den Zentralkanal befanden. (B) 
Erkennbar waren im Ventralhorn abgrenzbare Anteile, die morphologisch serotonergen Bahnen und 
Nervenendigungen glichen (C) Positiv gefärbte Faserbahnen waren um α–Motoneurone angeordnet. (D) 
zeigt eine gut abgrenzbare, kleine Anzahl von Fasern im Seitenhorn mit Fasertrakten, die sich in die wei-
ße Substanz fortsetzten. 
 
5.5.3 Statistische Ergebnisse 
Die quantitative Bestimmung der 5-HT Dichte im Vorderhorn wurde in den Abschnitten kau-
dal der RMV vorgenommen. Hier war das Rückenmarksgewebe erhalten geblieben und die 
spinalen Strukturen gut erkennbar. Der Teil des Vorderhorns, in dem positive Signale vorhan-
den waren, wurde umfahren und dort die Dichte der Markierungen analysiert (Abbildung 24).  
 
B A 
D C 
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Abbildung 24: Quantitative Bestimmung der 5-HT Dichte 
Der Anteil des Vorderhorns, in dem positive Signale vorhanden waren, wurde umfahren und die Dichte 
der Markierungen analysiert 
 
Quantifikation der Dichte der positiv gefärbten, serotonergen Signale im Vorderhorn des Rat-
tenrückenmarks zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Behand-
lungsgruppen (Abbildung 25). 
 
 
0,00
1,00
2,00
3,00
4,00
5,00
6,00
0 1 2 3 4vehicle   thalidomide rolipram combination
M
a
rk
ie
rt
e
s
 
Se
ro
to
n
in
 
im
 
Vo
rd
e
rh
o
rn
 
[%
] 
 
Abbildung 25: Graphischer Vergleich der Anzahl serotonerger Fasern im Vorderhorn 
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6 Diskussion 
Die vorliegende Studie untersucht einen möglichen protektiven Effekt von Rolipram und Tha-
lidomid nach einer Kontusionsverletzung des thorakalen Rückenmarks der Ratte. Hierbei 
handelt es sich um Medikamente, die unter anderem eine verringerte Expression proinflam-
matorischer Zytokine, speziell IL1 ß und TNF α bewirken. Die an der Universität Maastricht 
durchgeführte ELISA-Analyse konnte zeigen, dass die kombinierte Gabe von Rolipram und 
Thalidomid zu einer Verminderung des IL1 ß – Levels von 28% und des TNF α - Levels von 
21% führt (Daten werden hier nicht aufgezeigt). Zwei Aspekte sind bei der Konzeption der 
Studie von besonderer Bedeutung gewesen. Zum einen handelt es sich bei den verwendeten 
Wirkstoffen um Medikamente, die bereits zum heutigen Zeitpunkt in der klinischen Anwen-
dung beim Menschen zugelassen sind. Zum zweiten wurde ein Kontusionsmodell angewen-
det, um die genannten Medikamente und ihren therapeutischer Nutzen in einer möglichst kli-
nisch relevanten RMV zu eruieren. In dieser Arbeit wurden zunächst diejenigen Zellen detek-
tiert, die nach einer RMV für die Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF α und 
IL1 ß verantwortlich sind. In einem nächsten Schritt wurde der Einfluss der Medikamente auf 
das Ausmaß der Läsion untersucht. Hier war insbesondere die am Läsionsepizentrum erhalten 
gebliebene weiße Substanz des Rückenmarks von Bedeutung. Zuletzt ermittelten wir das spi-
nale Verteilungsmuster der serotonergen Fasern distal der RMV vor und nach Medikamen-
tengabe, da dieses System in enger Beziehung zur motorischen Aktivität steht und somit mit-
verantwortlich für die unterschiedliche Erholung der motorischen Funktion nach spinalem 
Trauma sein könnte.  
 
6.1 Expression proinflammatorischer Zytokine vor und nach spina-
lem Trauma  
Bereits eine Stunde nach einer mittelgradigen Kontusionsverletzung konnte ein schneller An-
stieg der Zytokine TNF α und IL1 ß im spinalen Läsionsgebiet beobachtet werden. TNF α und 
IL1 ß wurden nach diesem Zeitraum von ZNS – eigenen Zellen, wie Neuronen und Gliazellen 
produziert. Auch im unläsionierten, gesunden Rückenmark konnte eine niedrige IR beider 
Zytokine festgestellt werden. 
 
Bereits in vorausgegangenen Studien wurde gezeigt, dass niedrige Level von TNF α und IL1 
β auch in unläsioniertem Rückenmarksgewebe der Ratte produziert werden. C.X. Wang wies 
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geringe Mengen an IL1 β im gesunden spinalen Rattengewebe nach (Wang et al., 1997). TNF 
α ließ sich im ZNS – Gewebe von gesunden Ratten und Mäuse detektieren (Saper und Breder, 
1992; Taupin et al., 1993). Dieses geringe Vorkommen der genannten proinflammtorischen 
Zytokine in gesundem Rattenrückenmark konnte auch in der vorliegenden Studie bestätigt 
werden. Außerdem konnte eine zelluläre Lokalisation von IL1 β in Astrozyten und von TNF α 
in Oligodendrozyten herausgearbeitet werden.  
 
TNF α und IL1 β sind wichtige und veränderliche Komponenten der Entzündungsantwort 
nach traumatischer ZNS–Verletzungen und sind folglich nach pathologischen Vorgängen in 
verschiedenen Antwortmechanismen des ZNS involviert. IL1 β impliziert verschiedenste 
Vorgänge, die für eine Entzündungsantwort von Bedeutung sind. Dazu gehören die Auslö-
sung neuronaler Nekrosen und Apoptosen, Leukozyteninfiltration, Ödembildung, Aktivierung 
von Gliazellen, Zytokininduktion und Synthese von Stickoxid (NO; Dinarello, 1998). Zudem 
ist IL1 β in der Lage die Sekretion von IL6 aus Astrozyten zu induzieren, Astrozyten zur Pro-
liferation anzuregen und die Synthese von Nerve Growth Factor (NGF) und Basic Fibroblast 
Growth Factor (b-FGF) durch Astrozyten zu steigern (Aloisi et al., 1992; Giulian et al., 1989; 
Pshenichkin et al., 1994). Des Weiteren wird in einer früheren Studie berichtet, dass systemi-
sche Injektion eines IL1 β – Antagonisten nach Kopfverletzungen von Ratten den neuronalen 
Zelltod reduziert und die kognitiven Funktionen verbessert (Sanderson et al., 1999). Folglich 
hat IL1 β komplexe und bidirektionale biologische Effekte bei der Entzündungsantwort des 
ZNS – Gewebes inne. Die Effekte von TNF α ähneln teilweise denen von IL1 β, z.B. die A-
poptoseförderung von Neuronen (Talley et al., 1995), Aktivierung von Gliazellen (Tzeng et 
al., 1999), Stimulation der Astrozytenproliferation (Wang et al., 1996) und der Bildung von 
IL6 und Wachstumsfaktor durch Astrozyten (Sawada et al., 1992; Yoshida und Gage, 1992). 
Außerdem zeigt TNF α zytotoxische Effekte auf Oligodendrozyten in vitro (D'Souza et al., 
1995) und in vivo (Gruner, 1992). Im Gegensatz zu seiner toxischen Wirkung hat TNF α auch 
regenerierende Effekte auf Axone (Schwartz et al., 1991) und neurotrophische Effekte bei der 
Induktion der NGF - Sekretion in Astrozyten inne (Yoshida und Gage, 1992). TNF α ist also 
ein starker Entzündungsmediator mit sowohl zytotoxischen wie neurotrophischen Aufgaben. 
 
Nach einer traumatischen Verletzung des ZNS kommt es nach einer initialen, direkten Gewe-
beschädigung zu einer zweiten Phase der Gewebsdestruktion, der so genannten sekundären 
Degeneration. Die Zytokine IL1 β und TNF α spielen vor allem in dieser zweiten Phase, in 
der es auch zu einer starken Entzündungsreaktion kommt, eine große Rolle und werden nach 
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Verletzungen des Rückenmarkes vermehrt gebildet. Dieser läsionsbedingte Anstieg von IL1 β 
und TNF α im Rückenmark konnte sowohl in der vorliegenden Studie, als auch bei einer Rei-
he vorangegangener Untersuchungen beobachtet werden. In diesen Publikationen wird auch 
über eine Steigerung der Ausschüttung genannter Zytokine in neuronalen und nicht-
neuronalen Zelltypen, sowohl im Tiermodell, als auch bei menschlichen RMV berichtet 
(Leskovar et al., 2000; Pearse et al., 2004; Schwab und Bartholdi, 1996; Wang et al., 1996; 
Xu et al., 1998; Yakovlev und Faden, 1994; Yan et al., 2001; Yang et al., 2004). Durch die 
Schnelligkeit des Anstieg von TNF α und IL1 β und die zelluläre Detektion in Neuronen und 
Gliazellen nach RMV konnte gezeigt werden, dass nicht eingewanderte Zellen, wie von ande-
ren Autoren publiziert (Tyor et al., 2002), sondern ZNS - eigene Zellreihen eine wichtige Rol-
le in der Initiierung und Regulation einer frühen posttraumatischen Entzündungsantwort 
durch TNF α und IL1 β spielen (Yang et al., 2004). 
 
IL1 β konnte eine Stunde postläsional in Neuronen im Ventral-, wie Dorsalhorn nachgewie-
sen werden. Im Dorsalhorn und in Motorneuronen wurde nach Verletzung von Nervenstäm-
men bereits bei anderen Autoren sowohl spinales IL1 β – Protein (Hashizume et al., 2000), als 
auch eine erhöhte IR nach chirurgischer Inzision bei Ratten in diesem Bereich nachgewiesen 
(Fu et al., 2006). Auch in menschlichem Rückenmark ist eine halbe Stunde nach einer RMV 
das Zytokin IL1 β in Neuronen und Axonen detektiert worden (Yang et al., 2004). Periphere 
Entzündung, Nervendurchtrennung und Nervenverletzungen induzieren eine Immunreaktion 
von IL1 β in Neuronen des lumbalen Rückenmarks (Sweitzer et al., 1999). Die Anwesenheit 
von IL1 β in ZNS – eigenen Zellen weisen darauf hin, dass Zytokine auch direkt an Neuronen 
agieren (Molenaar et al., 1993; Schneider et al., 1998). Auch Astrozyten zeigten in der hier 
vorgestellten Studie eine erhöhte IR nach Reaktion mit IL1 β – Antikörpern. Es wurde bereits 
hinreichend beschrieben, dass dieses Zytokin mit Astrozyten auf verschiedene Arten inter-
agiert (Sekretion von IL6, Anregung zur Proliferation, Synthese von Wachstumsfaktoren) und 
auch von dieser Zellreihe in vitro sezerniert werden kann (Martin et al., 1992). Warum dieser 
Anstieg zu diesem frühen Zeitpunkt stattfindet, konnte dagegen nicht geklärt werden. Neben 
seiner Sekretion von Astrozyten wird IL1 β im ZNS neben Astrozyten hauptsächlich von 
Mikrogliazellen produziert (van Dam et al., 1995), die dieses proinflammatorische Zytokin 
nach pathologischen Vorgängen ausschütten (Yang et al., 2004; Woodroofe et al., 1991). In 
dieser Studie konnte dies nicht gezeigt werden, da dieser Anstieg erst ca. 5 Stunden nach Ver-
letzung in Mikroglia nachzuweisen ist (Yang et al., 2004). Dies liegt hinter unserem postläsi-
onalem Zeitfenster von einer Stunde 
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Auch TNF α zeigt eine Stunde nach Läsionierung des Rückenmarks einen starken Sekretions-
anstieg. Es konnte dort in Neuronen und Oligodendrozyten nachgewiesen werden. Kurze Zeit 
nach einer RMV ist TNF α sowohl bei Mäusen und Ratten (Ohtori et al., 2004; Yan et al., 
2001; Yang et al., 2005), als auch beim Menschen (Yang et al., 2004) in Neuronen nachge-
wiesen worden. Auch Oligodendrozyten produzieren kurze Zeit nach einer traumatischen 
Verletzung des Rückenmarks TNF α (Yan et al., 2001). Aus diesen Resultaten kann man 
schließen, dass Neurone und Gliazellen wie bereits von anderen Autoren publiziert im ver-
letzten Rückenmark eine wichtige Rolle im posttraumatischen Entzündungsprozess spielen, 
(Yan et al., 2001; Wang et al., 1996; Bartholdi und Schwab, 1997). TNF α bewirkt bei Oligo-
dendrozyten einen progressiven, apoptotischen Zelltod (Crowe et al., 1997; Liu et al., 1997). 
In dieser Studie konnte dies nicht gezeigt werden. Jedoch passt die Beobachtung, dass TNF α 
von Oligodendrozyten exprimiert wird, bei denen eine Störung der Myelinscheide vorliegt, zu 
der Erkenntnis, dass TNF α eine zytotoxische Wirkung auf Oligodendrozyten besitzt (Yan et 
al., 2001). 
6.2 Einfluss von Thalidomid und Rolipram auf die Größe des Lä-
sionsgebiets 
Die Ausmessung der erhaltenen weißen Substanz am Läsionszentrum in Thionin gefärbten 
Gewebeschnitten, sowie die Analyse von myelinisierten Fasern im ventralen Funiculus konn-
te für die kombinierte akute Verabreichung von Thalidomid und Rolipram eine Reduktion der 
sekundären Phase der Gewebedestruktion am Läsionsepizentrum nachweisen. Diese Identifi-
kation und Quantifikation dieser erhaltenen myelinisierten Axonen wäre eventuell deutlicher 
in semi-dünnen, Toluidin-Blau gefärbten Schnitten mit anschließender Elektronenmikrosko-
pie an definierten Arealen sichtbar gewesen. Hierfür hätten allerdings weitere Tiere mit 1% 
PFA und 71% Glutaraldehyd perfundiert, in Resine eingebettet und semi- und ultra-dünne 
Schnitte präpariert werden müssen 
 
Der Verlauf einer moderaten Kontusionsverletzung war ähnlich dem bereits von anderen Au-
toren beschriebenen. Die graue Substanz war weitgehend zerstört worden, die weiße Sub-
stanz, vor allem lateral, blieb dagegen intakt (Beattie et al., 2002). Es kam zu einem frühen 
Verlust der Nisslsubstanz der Neurone innerhalb des Läsionsgebiets, sowie zur Ausbildung 
einer Reihe petechialer Blutungen. Das Hauptmerkmal einer frühen Entzündungsreaktion ist 
die Infiltration von Entzündungszellen, wie Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten. 
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Diese sind maßgeblich beteiligt an endothelialer Zellaktivierung, der Permeabilitätserhöhung 
von Gefäßen und der Blut-Hirn-Schranke, Ödemen und der Ausschüttung von Entzündungs-
mediatoren, bei denen Zytokine eine zentrale Rolle spielen (Arvin et al., 1996; Lucas et al., 
2006). 
 
Die Akutbehandlung mit der Kombination Thalidomid / Rolipram war assoziiert mit einer 
signifikanten Reduktion der Läsionsgröße am Epizentrum. Verschont gebliebene weiße Sub-
stanz war vorzugsweise in den lateralen und ventralen Funikuli zu erkennen. Zur Feststellung 
der Funktionsfähigkeit und axonalen Vitalität wurde im ventralen Funikulus eine Ausmessung 
der myelinisierten Fasern erkennbar gemacht durch Neurofilament 200 vorgenommen. Hier 
zeigte sich nach Behandlung mit beiden Medikamenten eine signifikante Größenzunahme des 
Gebietes mit myelinisierten Fasern. Schon in mehreren Studien konnte Neurofilament zur 
Feststellung erhaltenen Gewebes genutzt werden (Petter-Puchner et al., 2007; Zhang et al., 
2005). Es wurde hinreichend bewiesen, dass eine Erhaltung von rund 10% der spinalen Axo-
ne eine signifikante Verbesserung des funktionellen Outcomes bewirken können (Blight, 
1983; Blight und DeCrescito, 1986; Eidelberg et al., 1977). In den lateralen und ventralen 
Bereichen des Rückenmarks verlaufen Nervenfasern des absteigenden retikulären Systems, 
das eine wichtige Rolle in der Aktivierung des Central Pattern Generator (CPG) und in der 
Unterstützung des koordinierten Gehens inne hat (Schucht et al., 2002). Die Unversehrtheit 
des ventralen Funiculus ist somit essentiell für die motorische Aktivität von Ratten (Blight, 
1983). Es wird beschrieben, dass die Erhaltung dieser retikulären Axone bei der Verfeinerung 
der Motorik nach kombinierter cAMP-, Rolipram- und Schwannzell - Transplantation mit-
wirken (Pearse et al., 2004). 
 
Die therapeutische Möglichkeit der Entzündungshemmung über einen Eingriff in die TNF α 
und IL1 β Produktion oder deren Signalweg, wurde bereits in verschiedenen Modellen von 
ZNS - Pathologien, wie Ischämie, Gehirntrauma, zerebralem Trauma und RMV demonstriert 
(Bethea et al., 1999; Demjen et al., 2004; Knoblach und Faden, 1998; Lucas et al., 2006). Alle 
experimentellen Modelle zeigen eine reduzierte sekundäre Gewebedegeneration und funktio-
nelle Verbesserungen. 
 
Die potentiellen Effekte der verwendeten Medikamente Thalidomid und Rolipram auf die 
Entzündungsreaktion der sekundären Degeneration sind vielfältig und wirken über eine Reihe 
von Mechanismen, die in ihrer Gesamtheit noch nicht überblickt werden konnte. Es konnte 
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aber gezeigt werden, dass Thalidomid seine Effekte u.a. über die Reduktion der TNF α Pro-
duktion erreicht. Dies geschieht besonders durch eine Erhöhung der mRNA - Abbaurate (Kim 
et al., 2004). Außerdem wurde die Aktivierung des proinflammatorischen Transkriptionsfak-
tors NF-kappa B durch TNF α mit Hilfe von Thalidomid supprimiert (Majumdar et al., 2002). 
Immunmodulatorisch wirkt Thalidomid, indem es die Rekrutierung von Leukozyten durch 
eine Herabregulierung der endothelialen Expression von Zelladhäsionsmolekülen, wie z.B. 
ICAM-1 und LFA-1 bei der Entzündungsreaktion stört (Settles et al., 2001). Rolipram ergänzt 
diese antiinflammatorischen Effekte durch die Induktion der mRNA Expression des 
Neutrophins brain derived neurotrophic factor (BDNF), welches eine wichtige trophische 
Rolle beim axonalen und dendritischen Wachstum von Neuronen spielt (Fujimaki et al., 
2000). Doch diese beschriebenen Wirkungen von Thalidomid und Rolipram auf die Entzün-
dungskaskade, konnten in ihrer Vielzahl noch nicht vollständig erforscht werden. Dies zeigt 
eine Reihe weiterführende sinnvolle Untersuchungen, wie die Wirkung der Medikamente auf 
Niveau der Gentranskription auf. 
 
Es ist von besonderer Wichtigkeit, dass sowohl Rolipram als auch Thalidomid bereits zum 
jetzigen Zeitpunkt im klinischen Alltag Verwendung finden. Der klinische Gebrauch und die 
zytokinreduzierende Wirkung dieser Medikamente bei einer Reihe von Erkrankungen wurden 
bereits hinreichend erörtert. Der Vorteil einer kombinierten Behandlung mit Thalidomid / 
Rolipram scheint somit auf der Hand zu liegen. Denn alle diese oben beschriebenen Effekte 
von Rolipram und Thalidomid, wie TNF α Reduktion, Unterdrückung der Leukozytenrekru-
tierung und die Induktion der Expression des BDNF, wirken mit das funktionelle Outcome 
nach experimenteller RMV zu verbessern. Dadurch lassen sich die ursprünglichen Behand-
lungsoptionen von Thalidomid und Rolipram durch eine Vermittlerfunktion in der Reduktion 
von sekundärer Gewebedestruktion durch eine Verminderung proinflammatorischer Zytokine 
erweitern. 
 
6.3 Detektion von Serotonin im Rückenmark vor und nach thera-
peutischer Intervention 
Die kombinierte Behandlung mit Rolipram und Thalidomid unmittelbar nach einer mittelgra-
digen Kontusionsverletzung ergab keinen signifikanten Einfluss auf die Dichte der serotoner-
gen Fasern im Rückenmarksparenchym kaudal der Läsion.  
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Serotonerge Fasern können im Rattenrückenmark relativ abgrenzbaren Regionen zugeordnet 
werden. So beschreiben verschiedene Autoren das Vorkommen von Serotonin in drei Ab-
schnitten: eine ventrale Bahn im Vorderhorn, eine mittlere Bahn um den Zentralkanal bzw. 
Seitenhorn und eine dorsale Bahn, die im Hinterhorn gelegen ist. Diese Abgrenzungen lassen 
sich sowohl im gesunden (Bowker et al., 1987; Oliveras et al., 1977; Zivin et al., 1975), wie 
im traumatisierten Rückenmark nachweisen (Faden et al., 1988; Kai-Kai, 1989; Skagerberg 
und Bjorklund, 1985). Dies deckt sich mit den Beobachtungen unserer Studie, bei der wir 
Serotonin sowohl im gesunden Rückenmark, wie auch nach einer mittelgradigen Kontusions-
verletzung an beschriebenen Stellen nachweisen konnten. Die stärkste IR zeigt dabei die 
ventrale, serotonerge Bahn im Vorderhorn des Rattenrückenmarks. Eine mittlere IR konnte in 
der Region um den Zentralkanal und im Seitenhorn detektiert werden. Im Dorsalhorn ließ sich 
dagegen nur eine schwache bis gar keine Reaktion finden. Dort stehen die serotonergen Ner-
venendigungen in direktem Kontakt mit α–Motoneuronen (Dahlstrom und Fuxe, 1964), wes-
halb wir die serotonergen Fasern meist um diesen Zelltyp nachgewiesen werden konnten. 
 
Insgesamt kann man erkennen, dass die Dichte serotonerger Fasern nach Traumatisierung 
dorsal der Läsionsstelle abnimmt (Faden et al., 1988). In der vorliegenden Studie wurden vor 
allem im Bereich des Ventralhorns nach Läsionierung des Rückenmarks visuell weniger Fa-
sern angefärbt. Dies lässt den Schluss zu, dass es zu Zerstörung oder Verletzung der seroto-
nergen Leitungsbahnen kommt, die sich auch nach einem Zeitraum von 6 Wochen noch nicht 
regenerieren konnten.  
 
In der durchgeführten Studie konnte dagegen kein statistisch signifikanter Zusammenhang 
zwischen dem motorischen Output und der Dichte der serotonergen Bahnen im Ventralhorn 
kaudal der Läsion hergestellt werden. Da die motorischen Fähigkeiten nach der kombinierten 
Medikamententherapie mit Thalidomid und Rolipram signifikant besser ausgeprägt waren 
(Koopmans, 2006), die Dichte der serotonergen Fasern aber keinen signifikanten Unterschied 
zwischen den einzelnen Gruppen zeigte. In der Literatur wird dagegen postuliert, dass Verän-
derungen in der Serotonin - Färbung innerhalb des Ventralhorns kaudal der Läsionsstelle mit 
dem Ausmaß der motorischen Defizite korrelieren (Faden et al., 1988). So lässt sich vermu-
ten, dass nicht allein die serotonergen Faserbahnen für das motorische Output nach RMV 
wichtig sind. So ist zwar die Unversehrtheit des ventralen Funikulus essentiell für die motori-
sche Aktivität sowohl bei der Ratte (Bresnahan et al., 1987), als auch bei höheren Spezies 
(Eidelberg, 1981), doch auch andere Faserbahnen scheinen am unterschiedlichen motorischen 
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Outcome mit oder ohne medikamentöser Intervention von Bedeutung zu sein. Diese konnten 
aber bisher nicht detektiert werden. 
 
6.4 Ausblick 
Schwere und häufig überdauernde funktionelle Defizite nach einer RMV sind bedingt durch 
die Kombination einer primären und sekundären Phase der Degeneration, die nach dem initia-
len Verletzungsmechanismus beginnt und sich insgesamt über Wochen und Monate hinziehen 
kann (Schwab und Bartholdi, 1996; Tator und Fehlings, 1991). Insbesondere die sekundäre 
Phase in der es zu einer deutlichen Ausdehnung der Läsionsgröße kommt, zeigt ein therapeu-
tisches Fenster für die Möglichkeit einer schnellen Applikation von pharmakologischen Wirk-
stoffen auf, mit dem Ziel einer Reduktion der sekundären Phase der Gewebsdestruktion. Eine 
Reihe von experimentellen Interventionsstrategien zur Verminderung dieser sekundären Ge-
webedestruktion oder zur Förderung des axonalen Wachstums wurden teilweise auch in klini-
schen Studien erprobt (Baptiste und Fehlings, 2006; David und Lacroix, 2003; Schwab et al., 
2006; Schwab und Bartholdi, 1996; Spencer und Bazarian, 2003). Dennoch ist weiterhin die 
Hochdosis-Behandlung von Methylprednisolon die einzige zugelassene Therapie in der Akut-
phase der RMV beim Menschen. Dieses Medikation soll über eine Reduktion der posttrauma-
tischen Entzündungsreakion an der Läsionsstelle die Gewebeerhaltung verbessern, indem es 
die Infiltration von Neutrophilen und die Lipidperoxidation vermindert (Bracken und Holford, 
2002; Bracken, 2002). Trotz hoffnungsvoller experimenteller Daten, wurde jedoch die Inter-
pretation der klinischen Daten der zugrunde liegenden NASCIS II/III Studien in Frage gestellt 
und es besteht Zweifel an der Effizienz dieser Interventionsstrategie (Hugenholtz et al., 2002). 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der medikamentösen Behandlung von traumati-
schen RMV durch eine Abmilderung der Entzündungsreaktion mit Hilfe einer kombinierten 
Akuttherapie mit Thalidomid und Rolipram. Hierüber sollte eine Reduktion der proinflamma-
torischen Zytokine TNF α und IL1 ß erreicht werden. Diese Studie sollte ein möglichst kli-
nisch nahes und relevantes Studiendesign bieten. Dies wurde über die Wahl des Läsionsmo-
dells (Kontusionsmodell) und die Applikationsform der Injektion (intraperitoneal) erreicht. 
Zudem wurden Medikamente eingesetzt, die bereits für andere Indikationen für den Einsatz 
beim Menschen zugelassen sind. Zusammenfassend konnte sowohl eine signifikante Abnah-
me der Läsionsgröße, als auch eine funktionelle Verbesserung motorischer Funktionen er-
reicht werden (Koopmans, 2006).  
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Diese Studie stellt aber nur den Anfang der Erforschung von Thalidomid und Rolipram als 
Therapieoption nach traumatischen RMV dar. So müssen unter anderem noch eine Vielzahl 
weiterer Informationen gesammelt werden. Nicht nur um die genauen Vorgänge im Läsions-
gebiet zu verstehen, sondern auch um festzustellen, ob die angewendete Strategie auch die 
effektivste zur Reduktion von proinfammatorischen Zytokinen und damit auch sekundärer 
Gewebedestruktion darstellt. Zudem bleibt eine Reihe von weiteren Fragen unbeantwortet, die 
es durch weitere Studien zu beantworten gilt: Kommt es zu einer Reduktion von TNF α und 
IL1 β auch in den Abschnitten rostral und kaudal der Verletzung? Finden sich in diesen Ge-
bieten auch noch andere Mechanismen, die zu einer Reduktion der sekundären Gewebede-
struktion führen?  
 
Aktuell gibt es noch kein gutes und zuverlässiges Medikament auf dem Markt, das die Ent-
zündungsreaktion nach traumatischer Verletzung des Rückenmarks vermindert und damit zu 
einer Verbesserung des motorischen Outcomes führt. Zudem wird es bis zur Zulassung neuer 
Wirkstoffe und somit einer klinischen Anwendung noch Jahre dauern. Auch die Entwick-
lungskosten werden hoch und damit auch das Medikament teuer sein. Diese Studie konnte 
zeigen, dass die bereits im klinischen Alltag verwendeten Medikamente Thalidomid und Ro-
lipram das therapeutische Potential haben eine wichtige Rolle in der Behandlung von Rü-
ckenmarksverletzungen zu spielen. Aus diesem Grund sollte möglichst bald auch mit klini-
schen  Versuchsreihen gestartet werden. Denn eine traumatische Verletzung des Rückenmarks 
bedeutet für die betroffenen Patienten nicht nur ein einschneidendes Erlebnis, sondern auch 
eine schwerwiegende Einschränkung ihrer Lebensqualität. Somit lohnen sich klinische Stu-
dien, die Informationen über das Langzeit-Outcome und das Spektrum der Nebenwirkungen 
auch beim Menschen liefern und die offenen Fragen, die geblieben sind zu beantworten. 
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